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1 St eBiob sy ntTheessteu n g

Das Kapitel 1, Sterol-Biosynthese-Testung, ist ein Teil der zwei gro3en Abschnitte meiner Arbeit, neben
dem Kapitel 3. Das Kapitel ist in zwei groRe 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 vollstandigen 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 fuhrt zwangslaufig zur Veréanderung 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
(Saugetiere/Pilze) dar. Das letzte gemeinsame Sterol unter physiologischen Bedingungen ist bei

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

Squalen
~ ~ \ ~ ~ ~
Q ~ ~ N N AN

Squalenepoxid

HO Cholesterol

Lanosterol ~ HO™ % Cycloartenol HO Campesterol

N

HO Ergosterol ~ HO Stigmasterol HO Sitosterol

Abbildung 1: Sterol-Biosynthesewege in Mammalia, Fungi, Plantae.
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Der Ab s c h n-BigsynthekeSTestungiibefasst sich ausgiebig mit der Struktur von verschiedenen
Sterolen und deren Modifikationen. Zum besseren Verstandnis wird kurz auf die Nummerierung nach
IUPAC und auf die Stereochemie des Sterol-Gerlistes am Beispiel Lanosterol eingegangen (Abbildung
2).

HO

Abbildung 2: Nummerierung von Dihydrocholesterol nach IUPAC

Die vier Ringe des Sterol-Gertistes sind all-trans-verknlpft. Die Cyclohexanringe A, B und C sind bei
gesattigten Sterolen in der Sesselkonformation aneinander kondensiert. Durch die trans-Verknipfung
ist eine fast spannungsfreie All-Sessel-Konformation méglich. Die Hydroxy-Gruppe in Position C3, die
Methyl-Gruppen an C10 und C13, sowie die Seitenkette ausgehend von C17 sind b-standig. Es gibt 8
asymmetrische Kohlenstoffatome C3, C8, C9, C10, C13, C14, C17 und C20, dadurch sind theoretisch
256 verschiedene Stereoisomere mdglich. 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-3b-ol. Da in allen physiologisch vorkommenden Sterolen
die Hydroxygruppe in Position C3 b-standig ist, wird in der nachfolgenden Arbeit auf eine genauere

Konfigurationsangabe der 3b-Hydroxygruppe verzichtet.
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Pharmazeutisch  relevante  Grinde  fur 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)

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

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

Entwicklung neuer Antimykotika (siehe Kapitel 1.3.1, 1.3.2)
1 Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforschung von
Ergosterol-Biosynthese-Wegen in unterschiedlichen Pilzen bzw. unter verschiedenen

Wachstumsbedingungen (siehe Kapitel 1.3.3)

Die Griinde fur 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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Bewertung Synthese
Wirkmechanismus, Entwicklung und
Selektivitat, Optimierung von
Vergleiche mit Leitstrukturen

Referenzinhibitore

Potente

Wirkstoffe

Sterol -Biosynthese - Biologische
Testung Grundtestung

Cholesterol-Assay, MTT-Test,

Ergosterol-Assay MHK-Test,

Agar-Diffussionstest

Abbildung 3: FlieBschema zur Entwicklung neuer Cholesterol bzw. Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren

Nach der Synthese der Substanzen (durchgefihrt 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 Leukdmie Zellen) zur Erkennung von
zytotoxischen Effekten. Die Effekte gelten solange als unspezifisch bis ihr Wirkmechanismus geklart ist,
gleiches gilt fir den MHK-Test und fir den Agar-Diffusionstest. Auch diese beiden Tests dienen nur zur
Erkennung einer  Zytotoxizitdt. = Winschenswert bei der  Entwicklung von  neuen
Cholesterol-Biosynthese-Inhibitoren ist, dass die Verbindungen eine geringe, idealerweise Uberhaupt
keine Toxizitat aufweisen. Im Gegensatz dazu sollten neu entwickelte
Ergosterol-Biosynthese-Inhibitoren eine hohe fungale Toxizitat gegenlber Pilzzellen mit einer geringen
Zytotoxizitdt gegeniber menschlichen Zellen haben. Die MHK-Bestimmung (minimale
Hemmkonzentration) wurde an drei verschiedenen Pilzzelllinien (Candida glabrata, Saccharomyces
cerevisiae, Yarrowia lipolytica) durchgefiihrt. Dieser Test beruht auf einer DIN-Norm [5] und dient zur
Erkennung und Einordnung einer vorerst noch nicht spezifizierten antimykotischen Aktivitat. 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) durchgefuihrt. Er dient ebenfalls zur Identifizierung von einer
vorerst noch nicht spezifizierten antimykotischen und antibakterieller Aktivitat. Anschlie3end wurden die

Substanzen der Sterol-Biosynthese-Testung unterworfen, um in beiden Testsystemen die Aktivitat und
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Selektivitat der Substanzen zu Uberprifen. 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 Aktivitat unterzogen. Dabei wurde gepruft wie stark das Vermdgen einer
Substanz ist, in einem zellularen System die Neubildung von Cholesterol bzw. Ergosterol zu

unterdricken.

Abschlie3end erfolgte die Bewertung der Substanz nach den aufgefuhrten 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 Selektivitat auch in einem weitem Konzentrationsbereich gegeben?

= =4 =4 - -2

Wie hoch ist die Zytotoxizitdt der Substanz im MTT-Test, wenn nur ein Enzym im
Cholesterol-Assay gehemmt wurde?

1 Wie hoch ist die Zytotoxizitat 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 gegeniiber Referenzinhibitoren?

Konnen aus der Testung einer groReren 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.

Griinde hierfir 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)

Starkere Aktivitat einer Substanz als bekannte Referenzinhibitoren (siehe Kapitel 1.2.3, 1.2.7,
1.3.2.1)

1 Neue wirksame Substanz, wobei keine Uberlegenheit gegeniiber Referenzinhibitoren
beobachtet wurde und die chemische Klasse von Wirkverbindungen bereits bekannt ist. Jedoch
handelt es sich um noch unveréffentlichte Strukturvariationen und/oder um kostengunstige
Synthesen (vgl. Kapitel 1.3.2.2, 1.3.2.3)
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1.2 Entwicklung neuer Cholesterol -Biosynthese -Inhibitoren

AChol esterol is the most highly decorated s ma

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 franzdsischen Chemiker M. E. Chevreul 1815 zugeschrieben. Er
fand die Substanz in humanen Gallensteinen chael benanrt
f ¢r Galstereosiu nfd¢, rA st ar r . nNChevrbuls rtablietteeder Hstarreéichische Botaniker
und Chemiker F. Reinitzer die empirische Formel C27H4sO flr 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 zugefuhrten Cholesterol (500 mg pro Tag) gelangen ca. 40 % durch
Resorption im Darm in den menschlichen Kérper [7]. Cholesterol dient dabei als Baustein fur die

Zellmembran oder wird fiir die Hormon-/Gallensauresynthese verwendet.

Ausgeschieden wird Cholesterol im Stuhl als unverandertes Cholesterol oder nach Oxidation als
Gallensauren, im Urin als Abbauprodukte von Nebennierenrinden-/Gonadenhormonen und Uber die

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

Das endogen gebildete Cholesterol wird aus 15-Acetat Einheiten Uber verschiedene Zwischenstufen
hauptsachlich in der Leber gebildet [3]. Dartber hinaus wird Cholesterol noch in den Gonaden, im
Gehirn und in der Darmschleimhaut synthetisiert [8]. Die Cholesterol-Biosynthese kann in zwei Teile

aufgeteilt werden:

91 Der erste Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese ist der Aufbau des Sterol-Grundgerists. Dieser
Teil ist hinsichtlich der entstehenden Zwischenstufen mit der Ergosterol-Biosynthese in Pilzen
identisch (Abbildung 4).

1 Der zweite Teil der Biosynthese beschéftigt sich mit den Modifikationen des Sterol-Gerustes,

ausgehend von Squalen bis zum Endprodukt Cholesterol (Abbildung 5) [1, 9, 10].
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Acetyl-CoA Acetyl-CoA Acetyl-CoA
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Tabelle 1
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Abkurzung Enzym Assoz iiert e Krankheit en bei

Defekt des Enzyms

(a) Acetyl-CoA Acetyltransferase -
(b) HMG-CoA Synthase -
(c) HMG-CoA Reduktase -
(d) Mevalonatkinase -
(e) Mevalonatphosphatkinase -
() Mevalonatpyrophosphatkinase -
(9) Mevalonatpyrophosphatdecarboxylase -
(h) Isopentenylpyrophosphatisomerase -
0] Geranylpyrophosphatsynthase -
()] Farnesylphosphatsynthase -
(K) Squalensynthase -
() Squalenepoxidase -
(m) Oxidosqualencyclase =

(= Lanosterolsynthase)

(n) g#*-Reduktase Desmosterolose

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

(p) g?*-Reduktase Greenberg- oder HEM-Dysplasie
()] C4-Demethylase Komplex CHILD-Syndrom

CHILD-Syndrom,

n g¥’-Isomerase Conradi-Hiinermann-Happle-Syndrom
(= CDPX2)

(s) Lathosteroloxidase Lathosterolose

® 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 I-t). Auf die Charakteristika der einzelnen Enzyme

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

BESCHREIBUNG DER ENZYME DES POST-SQUALEN-ABSCHNITTS DER
CHOLESTEROL-BIOSYNTHESE:

1 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]. Fur die Aktivitat des Enzyms werden neben molekularen Sauerstoff, FAD

(Flavinadenindinucleotid) und NADPH (= Nikotinamidadenindinucleotidphosphaphat) benétigt.

Bedeutung:

Der Einsatz von Inhibitoren der Squalenepoxidase als Cholesterolsenker ist méglich. 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-abhangig ist und dass das akkumulierende Produkt Squalen fir den Menschen als nicht
toxisch (fur 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-Homdostase, da die Genexpression fur dieses Enzym abhangig vom intrazellularen
Sterolgehalt ist [11, 12, 13].

1 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, ¢) Bildung des Protosterolkations durch eine kaskadenartige
Cyclisierungsreaktion und d) weitere Umlagerungsreaktionen unter Wanderung von Hydrid und

Methylgruppen. Wahrend 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].

Bedeutunag:

Die Oxidosqualencyclase ist nicht nur das Schliisselenzym zwischen dem ersten und dem
zweiten Teil der Cholesterol-Biosynthese, sondern sie katalysiert eine der bemerkenswertesten

Monoenzymreaktionen Uberhaupt.

Die Grinde fir die Entwicklung von Oxidosqualencyclase-Inhibitoren sind vielfaltig. Am Anfang
stand das Interesse an der Entwicklung neuer Cholesterolsenker im Vordergrund, da keine
toxischen Sterole akkumulieren kdnnen, wie bei allen nachfolgenden Enzymen in der
Cholesterol-Biosynthese. Bekannte Referenzinhibitoren zeigten a) eine Reduzierung des
Gesamt-Cholesterol-Spiegels, b) eine Reduzierung der Gallensteinbildung, ¢) eine Hemmung
bzw. ®ownie @lbkerung der HMG-CoA-Reduktase-Aktivitat und d) eine Bildung von
Epoxysterolen, welche fir den Cholesterol-Efflux verantwortlich sind ohne dabei die
Fettsaure-/Triglyceridsynthese zu aktivieren [13]. Als Nebenwirkungen traten eine erhodhte
biliare Phospholipidsekretion, Kataraktbildung, Hyperkeratose und Defekte in der enchondralen
Ossifikation auf [11, 14]. Aufgrund des schlechten Nutzen-Risiko-Verhaltnisses wurde

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

Grinter et al. [15] fihrten 2011 Docking-St udi en zur | d esmtlli nioleawlefe r ung v
Rezeptortargets durch und stellten dabei fest, dass der OSC-Referenzinhibitor Ro 48-8071 als
Wirkstoff fur eine Krebstherapie in Frage kommen kénnte. Folgende in vitro Untersuchungen
(MTT-Test) an der humanen Brustkrebszelllinie BT-474 bestatigten dies [15]. Eine
Arbeitsgruppe aus der Schweiz stellte 2012 in Kooperation mit der Pharmafirma F.
Hoffmann-La Roche Ltd., welche friilher 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 kdnnten die
Heilungschancen von aggressiven Gehirntumoren oder anderen Krebsarten verbessert werden.
Das bis dato bekannte Nebenwirkungsprofil von OSC-Inhibitoren kénnte durch neu entwickelte
Substanzen verbessert werden, zumal immer noch nicht genau geklart ist, ob es sich um
substanzspezifsche oder klassenspezifische Nebenwirkungen handelt. AulRerdem spielt ein
schlechteres Nebenwirkungsprofil eine untergeordnete Rolle in der Tumortherapie, solange der

Tumor/Krebs effektiv behandelbar ist.
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1 o?*Reduktase (Enzym n)

Charakteristika:

Die Reaktion von Lanosterol zu Dihydrolanosterol bzw. von Desmosterol zu Cholesterol wird
von der g#*-Reduktase katalysiert (siehe Abbildung 5), wobei Lanosterol eine hohere Affinitat
zum Enzym besitzt als Dihydrolanosterol. Die g7*-Reduktase ist ebenfalls membranstandig und
Bestandteil einer FAD-abhéngigen Oxidoreduktase. Die Reduktion der Doppelbindung erfolgt
Uber 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].

Bedeutunag:

Die Hemmung der g#*-Reduktase ist selektiv auf Saugetierzellen, da dieses Enzym in Pilzen
(Kapitel 1.3.1.2) und Pflanzen nicht vorkommt. Der Einsatz von g#4-Reduktase-Inhibitoren als
Chemotherapeutika gegenliber metastasierenden Melanomen mit hochregulierten
g#*-Reduktase-Genen ist vorstellbar [17]. Die Erbkrankheit Desmosterolose ist mit der
Anreicherung von Desmosterol assoziiert, hervorgerufen durch eine nicht funktionstiichtige
g#7*-Reduktase. Diese Erkrankung ist je nach Schweregrad perinatal t6dlich (ein Fall von zwei
bekannten Krankheitsfallen) oder postnatal zeichnet sich die Erkrankung durch Mikrozephalie
und geistige Retardiertheit aus (zweiter Fall von zwei bekannten Krankheitsfallen). Eine gezielte
Entwicklung von Inhibitoren als molekulartechnisches Werkzeug zur Erforschung der
Desmosterolose ist nebenséachlich, 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 lauft Uber die Bildung eines
Alkohols an der Methylgruppe C14, gefolgt von einer Oxidation des Alkohols zum Aldehyd und
dessen Abspaltung in Form von Ameisenséaure 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 fir 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 |, eine autosomale, rezessive Erbkrankheit, wird durch
Funktionsunfahigkeit bzw. durch Fehlen des Enzyms hervorgerufen. Charakteristisch fir dieses
Syndrom sind Kraniosynostosen (friihe Verkndécherung der Schadeldecke), Hypoplasie des
Mittelgesichts und Gelenkkontrakturen. Aleck und Bartley [19] berichten, dass es auch durch
eine frihe Behandlung mit Fluconazol in der Schwangerschaft zum Auftreten des Syndroms
gekommen ist. Es missen keine speziellen Inhibitoren zur Erforschung des Syndroms
entwickelt werden, da dafir aufgrund ihrer mangelnden Organismusselektivitat
Azolantimykotika eingesetzt werden koénnen. Zudem sind nur 50 Falle des Syndroms
beschrieben [9, 11, 19].

1 o“-Reduktase (Enzym p)
Charakteristika:

Das Enzym katalysiert die Reduktion der Doppelbindung in Position C14/15. In einer
NADPH-abhangigen Reaktion wird durch Protonierung an C15 zunéachst 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, durchgefuhrt werden. Zum einen durch den Lamin B-Rezeptor (LBR)
und zum anderen von der g#*-Reduktase selbst. Der LBR ist ein bifunktionales Protein der
inneren Kernmembran und mit zwei unterschiedlichen Domanen ausgestattet, eine fur die
Bindung von Lamin B und eine fir die g*-Reduktase-Aktivitat. Die Substrate besitzen jedoch

eine hohere Affinitat 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 Falle dokumentiert. Der Phanotyp
der préanatal tédlichen Krankheit umfasst verkirzte Gliedmafien, abnorme und disorganisierte
Calzifizierung, Polydaktylie, sowie mottenfraf3-artiges Aussehen der langen Knochen. Analysen
des Knorpels zeigten erhdhte 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 gd*-Reduktase hervorgerufen wird, sondern
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vielmehr durch eine Fehlfunktion des Lamin-B-Rezeptors. Es wurden erhéhte Spiegel von
gd“-Sterolen in Mausegehirnen mit deaktivierter g#*-Reduktase (knock-out) gefunden, jedoch
nichtin der Leber. Kommt es also zu einer Hemmung der Reduktase, hat diese Hemmung einen
héheren Einfluss auf die Hirnfunktionen als eine Hemmung des LBR, da die Konzentration von
unphysiologischen ¢34-Sterolen steigt. Daher ist die Inhibition der qg#*-Reduktase kein
geeignetes Target fur die Entwicklung eines neuen Lipidsenkers, da eine Beeinflussung der
Gehirnhomoostase weitreichende Folgen hat [9, 11, 21]. Die Entwicklung von Inhibitoren zur

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

C4-Demethylase -Komplex (Enzym Q)
Charakteristika:

Der membrangebundene C4-Demethylase-Komplex entfernt in einer mehrstufigen Reaktion die
zwei Methylgruppen in Position C4. Dadurch wird 4,4-Dimethylcholesta-8-enol zu Zymostenol
bzw. 4,4-Dimethylcholesta-8,24-dienol zu Zymosterol umgewandelt (Abbildung 5). Zuerst
kommt es zu einer Monohydroxylierung einer Methylgruppe, gefolgt von der Oxidation zum
entsprechenden Aldehyd, katalysiert durch die C4-Methyloxidase. Es folgt eine oxidative
Decarboxylierung mit gleichzeitiger Eliminierung des 3" -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 3b-Hydroxy-Gruppe durch die Sterol-3-Reduktase. Die Bildung der
4-Carboxy-Sterole ist Sauerstoff- und NADPH-abhéngig, die Decarboxylierung ist Sauerstoff
unabhangig. Die Reaktion bendtigt insgesamt jeweils sechs Molekiile Sauerstoff und NADPH.
Im Unterschied zur Sterol-C14-Demethylase werden die Methylgruppen als Kohlenstoffdioxid

abgebaut und nicht als Ameisenséure [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
fur die Sterol-Dehydrogenase oder Sterol-Decarboxylase kodiert. Die betroffenen Enzyme in
der Cholesterol-Biosynthese sind der C4-Demethylase-Komplex und die g#/’-Isomerase. Das
Syndrom ist fir méannliche Embryonen meist letal, daher tritt es postnatal fast ausschlieRlich bei
Frauen auf. Das klinische Bild reicht von vereinzelten bis zur kompletten Kérperhalfte 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 Falle 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 kdnnte jedoch mit derartigen
Inhibitoren gelingen.

1 o’-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
bendtigt weder Sauerstoff noch sonstige Cofaktoren. Ein Proton aus einem Wassermolektl 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 gehort zu derselben Rezeptorenklasse wie die im Gehirn lokalisierten Rezeptoren Sigma 1
und Sigma 2. Da die strukturelle Ahnlichkeit zwischen beiden Rezeptortypen sehr hoch ist, ist
der EBP-Rezeptor ein schlechtes Target fir die Entwicklung von neuen Lipidsenkern, aul3er es
konnen sehr hoch selektive Inhibitoren hergestellt werden. Die Hemmung der g¥7-Isomerase
konnte auRerdem den Phéanotyp bestimmter Erkrankungen wie CHILD und CDPX2 (X-linked
dominant chondrodysplasia punctata) hervorrufen. Das CHILD-Syndrom wurde bereits bei
Enzym q, C4-Demethylase-Komplex erklart. Das CDPX2-Syndrom, besser bekannt unter
Conradi-Hunermann- oder Happle-Syndrom, weist einige Ahnlichkeiten zum CHILD-Syndrom
auf. Persistierende Hautverletzungen und schwerwiegende Skelettfehlbildungen kommen
hauptsachlich beim CHILD-Syndrom vor, Katarakte hingegen nur bei CDPX2. Die Inzidenz der
Erkrankung lag im Jahr 2000 unter 100 bekannte Falle. Fir méannliche Feten ist die Erkrankung
tédlich, fur weibliche Feten hingehen nicht. Die Behandlung erfolgt symptomatisch. Im Plasma
konnten deutlich erhohte Spiegel von gf-Sterolen nachgewiesen werden, was durch eine
Fehlfunktion der o¥’-Isomerase hervorgerufen wird, auf genetischer Ebene konnte eine
Mutation im EBP nachgewiesen werden [9, 22].

1 Lathosteroloxidase (= C5-Desaturase, Enzym s)
Charakteristika:

Das mikrosomale, membrangebundene Enzym katalysiert die Einfihrung einer zweiten
Doppelbindung im Ring B des Sterolgeriistes 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 aufgeklart. Die ablaufende
Oxidase-Reaktion benotigt Sauerstoff, NADPH und eine Cytochrom-b5-Reduktase [18, 23].

Bedeutunag:

Ob die Lathosteroloxidase als mogliches Ziel einer Cholesterol-senkenden Therapie einsetzbar
ist, ist nicht ausreichend erforscht. Erstmals gelang es Giera et al. [23] 2008, selektive
Inhibitoren fur dieses Enzym zu synthetisieren, vorher gab es nur einen unspezifischen Inhibitor
(Triarimol). Die Entwicklung weiterer Lathosteroloxidase-Inhibitoren kénnte zur Aufklarung der
genauen Enzymreaktion beitragen. Au3erdem kénnten die Pathomechanismen zur Aufklarung
der Lathosterolose geklart werden. Diese Erkrankung wurde erst 2002 beschrieben und zeigt
einen SLOS-ahnlichen Phanotyp (siehe 7-Dehydrocholesterolreduktase und Kapitel 1.2.7.2).
Die Enzymaktivitat der Lathosteroloxidase lag bei den Erkrankten (erst zwei Falle bekannt) bei
10 % der normalen Aktivitat, was einen erhdhten Lathosterol-Spiegel im Plasma zur Folge hatte
[9]. Dartiber hinaus stellte Rodgers et al. [24] fest, dass es eine enge Verbindung zwischen der
Replikation des Hepatitis C Virus und der Desmosterol-Homoostase im Wirtsorganismus gibt.
Ob Lathosteroloxidase-Inhibitoren wirklich geeignet sind fiir eine antivirale Therapie, ist vorerst

noch ungeklart.

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 lauft nach Protonierung der Position C8 Uber die
Bildung eines carbokationischen HEI in Position C7 und anschlieendem Hydridtransfer,
ebenfalls an C7, ab. Die 7-DHCR gehoért wie die g#*-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 haufigste
Erkrankung, welche auf einem Defekt in der Cholesterol-Biosynthese beruht. Uber 100
verschiedene Mutationen der 7-Dehydrocholesterolreduktase (7-DHCR) sind bekannt. Das
Enzym mit dem dazugehdrigen Gen gehort zu den grundlichsten untersuchtesten Enzymen im
Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese. Die Griinde hierfir 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 pranatale
Diagnose und dadurch veranlasste cholesterinreiche Diat kénnen die Verlaufsformen frihzeitig
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) erwahnt, gibt es drei wichtige Griinde fur die Entwicklung und

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

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

Erhéhte LDL-Cholesterol- und Plasma-Cholesterol-Spiegel werden mit koronaren
Herzerkrankungen in Verbindung gebracht. Eine cholesterol-arme Ernéhrung hat generell
positive Effekte auf die Gesundheit, eine erniedrigte Mortalitatsrate 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)

1 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 Erh6hung des HDL-Spiegels. Die Senkung der
Mortalitatsrate und inflammatorischer Prozesse sind ebenfalls erwiesen. Nebenbei
wirken sie noch antioxidativ, antithrombotisch, vaskuloprotektiv und begunstigen die

Angiogenese.

Nebenwirkung: Myopathie, akute Rhabdomyolyse, Katarakt, Flatulenz und epigastrale
Beschwerden zeichnen das Nebenwirkungsprofil von Statinen aus.
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1 Fibrate (Bezafibrat, Fenofibrat)

Wirkmechanismus: Akt i vi erung v on n-Beizdptergny e die

Stoffwechselwege von Lipoproteinen in Leberzellen beeinflussen.

Nutzen: Senkung des Triglycerid-Spiegels im Blut. Ein deutlicher Anstieg des
HDL-Spiegels ist moglich, 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.

lonenaustauscherharze (Colestyramin)

Wirkmechanismus: Im Darm werden die Gallensduren an kationischen Polymere

gebunden und ausgeschieden (Unterbrechung des enterophatischen Kreislaufes).
Neue Gallensduren mussen 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.

Nicotinsaure -Derivate (Acipimox)

Wirkmechanismus: Inhibierung von intrazellularen Adenylatcyclasen und der

cAMP-Synthese, dadurch kommt es zur Hemmung der Triglyceridlipase, was eine
Verringerung von freien Fettsduren im Plasma und eine verringerte Bildung von VLDL

in der Leber zur Folge hat.

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

HDL-Konzentration mit starker Abnahme von VLDL.

Nebenwirkung: In Studien konnte keine Senkung der Mortalitatsrate nachgewiesen
werden, dafur wurden folgende Nebenwirkungen beobachtet: Flush, Juckreiz, Durchfall,

Ubelkeit, Hyperglykdmie und Lebertoxizitét.

PPARU
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1 CETP-Inhibitoren (Torcetrapib)

Wirkmechanismus: Hemmung des Cholesterolester-Transportproteins. Dadurch ist

keine Ubertragung von HDL-Cholesterol auf LDL und VLDL méglich.

Nutzen: Erhéhung des HDL-Spiegels und eine Senkung des Cholesterol-, LDL-,
VLDL-Spiegels.

Nebenwirkung: Erhéhung des systolischen Blutdrucks und eine erhdhte Todesrate in
einer Studie, flhrte dazu, dass derzeit kein Wirkstoff auf dem Markt ist, zudem konnte

keine Uberlegenheit gegeniiber HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren gezeigt werden.

1 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, Fettsduren und fettldslichen Vitaminen ist nicht betroffen.

Zudem wird eine antiinflammatorische Wirkung diskutiert.

Nebenwirkung: Durchfall, Flatulenz, Bauchschmerzen, Hypertonie und Mudigkeit

fuhren zu einer schlechten Compliance beim Patienten.
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1 Entwicklung von molekularen Werkzeugen zur Erforsc  hung von

Cholesterol -Biosynthese -induzierten Pathogenesen

In Tabelle 1 sind verschiedene Krankheiten aufgefiihrt, die alle auf Enzym-/Gendefekte
einzelner Enzyme im Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese beruhen. Damit
diese Erkrankungen und deren Pathomechanismen besser untersucht werden kénnen, miissen
die Krankheiten flr in vitro und fir in vivo Versuche (Tierversuche) kiinstlich hervorgerufen

werden. Dafir stehen zwei Moglichkeiten zur Verfiigung:

1 Das/die Gen(e) fur die Erkrankung ist/sind bekannt, dann kann mit Hilfe der aufwandigen
knock-out-Technik diese(s) Gen(e) ausgeschaltet werden, um die Krankheit hervorzurufen.
1 Das entsprechende nicht funktionsfahige Enzym kann durch Akkumulation des
Substrat-Sterols leicht identifiziert werden. Dann kann durch selektive Inhibition des
Enzyms im gesunden Organismus die Dysfunktion A s i muund derert Aliswirkungen 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.

1 Entwicklung von Chemotherapeutika

Im Jahre 2012 gab es in den Vereinigten Staaten von Amerika 1.638.910 neue
Krebserkrankungen und 577.190 Todesféalle [25]. Es gibt gute Anzeichen dafiir, 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 kénnen [14, 15, 16, 17]. Daher mussen hochselektive und hochpotente Inhibitoren
entwickelt werden. Die Oxidosqualencyclase (siehe Enzymbeschreibung) scheint hierfir eines

der vielversprechendsten Targets fiir die Chemotherapie zu sein.
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FAZIT

Die  Entwicklung von  neuen Enzym-Inhibitoren  des  Post-Squalen-Abschnitts  der

Cholesterol-Biosynthese ist von groRer Bedeutung.

In einer kritischen Bewertung von Cholesterol-Spiegel senkenden Stoffen (Statine nicht beriicksichtigt),
kommen Trapani et al. [13] 2011 zu dem Schluss, dass die Squalensynthase, die Squalenepoxidase
und die Oxidosqualencyclase als mogliche Zielenzyme fiir eine cholesterol-/lipidsenkende Therapie
nicht ausgeschlossen werden sollten. Eine Hemmung anderer Enzyme als der HMG-CoA-Reduktase
und der Squalensynthase sollten im Préa-Squalen-Abschnitt vermieden werden, da dort Molekdle fir den
Gesamtstoffwechsel synthetisiert werden, die fir andere wichtige Stoffwechselvorgénge bendétigt
werden. Eine Hemmung der Post-Lanosterol-Enzyme ist ebenfalls nicht sinnvoll, da toxische Sterole
akkumulieren konnen, die mitverantwortlich sind fur 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 wéhrend 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 bedtrfen weiterer Untersuchungen. Daher ist die Entwicklung

neuer Inhibitoren als molekulartechnisches Werkzeug unbedingt notig.

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. Fir eine systematische weitere Erforschung

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

Lange S, Keller M, Miller C, Oliaro-Bosso S, Balliano G, Bracher F. Aminopropylindenes derived from
Grundmannés ket one asxidasqualene e/tlasecirhibitore. tEyrgpean dournal of
Medicinal Chemistry 2013;63:758-64.

1.2.1.1 Zusammenfassung
Die beschriebenen neu synthetisierten Verbindungen beruhen auf Altenfi 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 fur 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 Sterolgrundgeriistes (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
eingefihrt, in der auch wahrend der Cyclisierung des Oxidosqualens zum Lanosterol ein HEI auftritt
(vgl. Abbildung 7). Die biologische Aktivitat 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 carini und von Homo sapiens. In der ersten
OSC-Inhibitoren-Generation wurden sechs Substanzen synthetisiert und es zeigte sich trotz der
geringen Auswabhl, dass Gréf3e und Ladung der funktionellen Gruppe einen wesentlichen Einfluss auf
die biologische Aktivitat haben. Hervorzuheben ist, dass die tertidren Amine keine Zytotoxizitat (ICso >
100 uM) bei einer vergleichbaren Aktivitat 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 pM (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 &hnliche Stérke wie die
Referenzinhibitoren. Am isolierten Enzym waren die Referenzinhibitoren den neu synthetisierten
Substanzen uberlegen. Das Konzept der Kombination aus Imitierung der HEI in Position pro C4 im
Sterolgrundgerust bzw. pro C10 durch Einfihrung einer geeigneten funktionellen Gruppe und
Sterolpartialstruktur, bevorzugt lipophile Seitenkette inklusive Ring C und D, hat sich als tragféhiges
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 kénnen,

jedoch wurde dort eine Hemmung der g¥/’-Isomerase festgestellt. Die Verbindungen 4 und 6 zeigten
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keine g¥'"-lsomerase-Aktivitat, ebenso war keine der Verbindungen aus Kapitel 1.2.5 ein OSC-Inhibitor,
trotz struktureller Ahnlichkeit. Die Verbindungen von Kénig 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 mdglich, nicht nur die Enzyminhibition an
der OSC fiir die Lange-Substanzen zu detektieren, sondern auch fir die Verbindungen von Kénig (vgl.
Kapitel 1.2.5) eine selektive Inhibition der g#/’-Isomerase nachzuweisen. Dieses Beispiel zeigt deutlich,
dass eine bestimmte Enzyminhibition nicht vorhersagbar ist, doch mit dem entwickelten Assay ist es
maoglich, in einem Experiment die Hemmung eines beliebigen Enzyms im Post-Squalen-Abschnitt der

Cholesterol-Biosynthese zu erkennen.
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Verbindungen 4-7 von Lange,

Kapitel 1.2.1.2

Abbildung 7: Vergleich von Substanzen von Lange und Kénig; Nummerierung aus jeweiligen Artikel



38

1.2.1.2 Artikel
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1. Introduction

Sterol biosynthesis is a complex metabolic pathway in which
two sharply different sections are well recognizable: an “assembly
section” which is devoted to build the open triterpene 2,3-
oxidosqualene starting from the common lipid precursor acetyl-
CoA, and a “tailoring section” which remodels the sterol in-
termediates to generate the end-product (cholesterol, ergosterol or
phytosterols, in animal, fungal or plant cells, respectively). The two
sections are connected by the cyclization of 2,3-oxidosqualene, one
of the most outstanding mono-enzymatic reactions (if not the most
one), that confers the steroid shape to the open triterpene oxi-
dosqualene. This reaction is catalyzed by enzymes belonging to the
family of oxidosqualene cyclases (0SC), which form lanosterol in
non-photosynthetic organisms and, mostly, cycloartenol in photo-
synthetic organisms [1,2].

Cyclization of 2,3-oxidosqualene is triggered by the stereospe-
cific protonation of the epoxide ring of the substrate and proceeds
through the generation of several carbocationic high energy

* Corresponding author. Tel.: +49 89 2180 77301; fax: +49 89 2180 77802.
E-mail address: Franz.Bracher@cup.uni-muenchen.de (F. Bracher).
! 0SC = oxidosqualene cyclase.

0223-5234(% — see front matter @ 2013 Published by Elsevier Masson SAS.
http://dx.doi.org/10.1016fj.ejmech.2013.03.002

intermediates (HEIs) both during the formation of the new carbon—
carbon bonds for the closure of the four rings-steroid scaffold (in the
sequence pro-C4, C10, C8, C13 and C20) and during the rearrange-
ment of the protosteryl carbocation pro-C20 (in the sequence pro-
C17, C13, C14, and C8 or C9 depending on the product) till the
removal of a proton and formation of lanosterol or cycloartenol.
Studies for unraveling the above complex cyclization reaction had
involved a number of laboratories for over fifty years, covering a
complete list of expertises and methodologies, from chemical
mimicking to protein purification, from inhibitory assays to site-
directed mutagenesis [3], till the crystallization of squalene and
oxidosqualene cyclizing enzymes [4—6].

Oxidosqualene cyclases have been considered attractive targets
for designing cholesterol lowering [7], antifungal [8,9], and anti-
parasitic agents [10—12]. Recently, inhibitors of oxidosqualene
cyclase proved to be effective as anticancer agents against human
cancer cells from various tissue origins [13].

A common concept in the development of inhibitors of sterol
(and other) biosynthesis is mimicking of the extremely short-lived
carbocationic HEIs, most commonly accomplished by compounds
having (a) a protonable aliphatic amino group, or (b) an aliphatic
amine-N-oxide, or (¢) a quaternary ammonium or pyridinium
group at the pertinent position. The above molecule-designing
strategy proved to be particularly prolific in designing inhibitors
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of OSC, being its reaction mechanism characterized by the
consecutive formation of a number of carbocationic HEIs. Dozens of
inhibitors have been synthesized during the last thirty years: (i)
azadecalin and azasqualene derivatives [14], (ii) Ro 48-8071 and
related benzophenone derivatives designed by Roche [7,15] and
AstraZeneca groups [16], (iii) pyridinium ion based inhibitors
[9.0,17], (iv) umbelliferone derivatives [18,19], (v} sulfur-
containing analogs [20], and others like BIBX 79 [21] (Fig. 1).

In continuation of our previous work on the development of in-
hibitors of oxidosqualene cyclases from various organisms [12,18,19]
and other enzymes in ergosterol [22] and cholesterol biosynthesis
[23—25] we describe here a new chemotype of oxidosqualene
cyclase inhibitors that was designed with the following rationale: in
order to achieve high affinity to the enzymes, we introduced a
homochiral equivalent of the rings C and D of sterols and the sterol
side chain by using Grundmann’s ketone (1) [26] as a building block.
To this bicyclic scaffold we attached an aminopropyl chain, ending
up with secosteroid-like molecules, in which the protonable nitro-
gen might mimic two of the early cationic HEIs of the cyclization
cascade. Through free rotation of the aminopropyl chain the pro-
tonated amino group is able to occupy the position of the first
occurring HEI at C-2 of the squalene chain (A; representing pro-C4 of
the emerging sterol) as well as that of the pro-C10 HEI (B) (Fig. 2).

The newly designed molecules were assayed on five different
0SCs, with the aim of identifying lead molecules for the develop-
ment of new drugs. All the enzymes, namely lanosterol synthases
from Saccharomyces cerevisiae, Pneumocystis carinii, Trypanosoma
cruzi, and Homo sapiens, as well as the cycloartenol synthase from
Arabidopsis thaliana, were expressed in an ERG7-deficient yeast
(S. cerevisiae) strain [27]. Cycloartenol synthase has been included
in the present study in order to ascertain if the critical amino acid
differences between lanosterol and cycloartenol synthases would
influence their sensitivity to our inhibitors [28].

In order to confirm activities of the inhibitors in a cellular sys-
tem, selected compounds were assayed for their inhibition of total
cholesterol biosynthesis in a human cell line [24].

Some of our new molecules proved to be highly effective and
specific, and offer interesting clues to the development of new 0SC
inhibitors, especially as antiparasitic drugs.

i) azadecaline

i) AstraZeneca compound

v) sulfur containing analogues vi) BIBX 79

i) azasqualene

iii) pyridinium ion based
inhibitor

RZ

pro €20

Fig. 2. Two rotamers of the target compounds (top row), the pro-C4 HEI (A) and the
pro-C10 HEI (B) of lanosterol biosynthesis (bottom row).

2. Results and discussion
2.1. Chemistry

Grundmann's ketone (also named Windaus ketone; 1) [26] was
obtained in high yield by ozonolysis of cholecalciferol (vitamin D3),
but by using a novel workup procedure (treatment of the ozonol-
ysis mixture with water, followed by extraction with pentane).
In this manner the well-documented epimerization of 1 at C-3a
[29] could be avoided. The ketone was reacted with cyclo-
propylmagnesium bromide to give the tertiary alcohol 2. NMR and
GC analysis of the crude product revealed that a mixture of epimers
(putatively at C-3a and/or C-4) was formed. Since the stereocenters
at both C-3a and C-4 were to be destroyed in the subsequent step,
intermediate 2 was purified only superficially over a short silica
column. Crude 2 was treated with hydrogen bromide in glacial
acetic acid [30] to give the bromopropyl derivative 3 in high
yield. The underlying homoallylic rearrangement led to a product
with an endocyclic tetrasubstituted olefin, namely a product with
only three, moreover configurationally stable asymmetric centers.

QQ\//\/Y F 0
(N\L /\/'l'\/\/\/\n Br
SN

i) Ro 48-8071

! 120
A NN Ny o o

iv) umbelliferone derivatives

Fig. 1. Representative inhibitors of oxidosqualene cyclases (0SC).
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Finally, reaction of 3 with primary and cyclic as well as acyclic
secondary amines gave the desired aminopropylindene derivatives
4—7. The piperidine substituent was selected since it might addi-
tionally mimic the ring A of the sterol, the N-allyl-N-methyl motif
was selected, since it can be found in the benzophenone-type
0SC inhibitor Ro 48-8071 (Fig. 1), which had recently been co-
crystallized with human OSC and shown to bind to the enzyme in
a manner like the pro-C4 HEI A (Fig. 2) does |5]. Since carbocationic
HEIs can also be mimicked by tertiary amine-N-oxides [31] and N-
alkylpyridinium salts [9], N-oxide 9 was prepared by oxidation of
tertiary amine 6 with meta-chloroperbenzoic acid (MCPBA), and
pyridinium salt 8 by reaction of the intermediate 3 with pyridine
(Scheme 1).

2.2. Effect of inhibitors on OSCs from different organisms

Activity of the compounds as inhibitors of OSC was tested by
incubating homogenates prepared from cell cultures of different
recombinant yeast strains with radiolabelled 2,3-oxidosqualene in
the presence of increasing inhibitor concentrations. A comparative
determination of OSC inhibitory activity of the compounds on the
recombinant enzymes revealed that compound 5, exclusively
bearing a secondary amino group in the side chain, was inactive on
any OSC under investigation, while the remaining compounds
showed both a strong structure-linked dependence and, other than
the reference inhibitor Ro 48-8071, considerable differences in sus-
ceptibility among the enzymes from different organisms (Table 1).

0SC from P, carinii revealed to be significantly inhibited only by
4, a molecule which on the other hand displayed comparably high
activity on all assayed enzymes (ICsp range: 0.6—1.5 pM).

Among the target enzymes, cycloartenol synthase from the
plant A. thaliana appeared to be the most sensitive to the inhibitors,
with [C50 values <1 uM for five of the six compounds assayed
(Table 1). Inhibitors, which bear bulky piperidine and pyridinium
rings show the most distinct selectivity for the cycloartenol syn-
thase of A. thaliana. The oxidosqualene cyclases of the other species
tested are more sensitive to inhibitors with small substituents at
the nitrogen, and show no or only week inhibitory effects if bulky
residues were chosen. Interestingly, similar organism-dependent
differences were observed in a previous study of ours [19], in
which a series of aminoalkyl umbelliferone derivatives was assayed
on the same set of OSCs as in the present study. In that study, the

Table 1

Effect of inhibitors on oxidosqualene cyclase activity of homogenates prepared from
yeast recombinant strains SMY8 expressing S. cerevisiae, P. carinii, T. cruzi, A. thaliana
and H. sapiens 0SCs.

Compound ICsp (uM)*
osc® 0sc® osc® osc* osc®
S.cerevisiae  P.carinii  T.cruzi A thaliana  H. sapiens

4 1.5 0.9 0.8 0.6 1.0

5 =20 =20 =20 =20 =20

6 13 13 0.6 0.3 4.5

7 21 17 =20 0.5 11.9

8 42 11 >20 0.2 125

9 25 15 3 13 =20

Ro 48-8071¢ 021 0.34 0.90 175 017

¥ Values are the means of two separate experiments, each ane carried out in
duplicate. The maximum deviations from the mean were less than 10%.

" Lanosterol synthase.

© Cycloartenol synthase.

4 From Ref. [12].

most dramatic difference between plant and other OSCs was
observed with a compound bearing a morpholine ring, which
proved to be highly effective on the cyclase from A. thaliana, while
resulted almost ineffective against the other OSCs. Pyridinium salt 8
showed negligible inhibition of T. cruzi OSC, what is in contrast to
previous reports claiming that the significant anti-trypanosomal
activities of simple N-terpenyl pyridinium salts can be attributed to
an inhibition of T. cruzi 0SC [10].

Comparison of the inhibitory effects of the N,N-dimethylamino
compound 6 and the corresponding N-oxide 9 revealed that the
tertiary amine showed higher activities on all OSCs, but parallels in
species selectivity are evident. This suggests that steric parameters
might be crucial for species selectivity in this new chemotype of
0SC inhibitors. Most interestingly, both the N,N-dimethylamino
compound 6 and the N-oxide 9 show strong inhibition of T. cruzi
0SC. In contrast to the reference inhibitor Ro 48-8071, however,
these two compounds show considerable selectivity with respect to
human OSC (factors =7), a property that is worth deeply exploring
in designing new anti-trypanosomal agents.

2.2.1. Cytotoxic activity
A first screening for cytotoxic activities of the compounds was
performed in a MTT assay according to the method of Mosmann

4 R'=CHy, R? = allyl
5 R'=CH,, R?*=H
6 R'=R%=CH,

7 R, R? = -(CHy)5-

Scheme 1. Reagents and conditions: (a) cyclopropylmagnesium bromide, THF, reflux, 3.5 h, (69%); (b) HBr in acetic acid, 10 *C, 30 min (82%); (c) aliphatic amine, acetonitrile, 20 or
40 °C, 72 h (56-98%); (d) pyridine, reflux, 1 h (82%); (e) MCPBA, chloroform, 0 °C, 30 min (82%).
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Table 2
Cytotoxic activities of investigated compounds
against HL-GO cells determined by MTT assay.

Compound ICsp [uM]
Cisplatin 5

Ro 48-8071 8
BIBX 79 =50

4 =100

5 =100

6 =100

7 =100

8 35

9 20

[32] on human leukemia HL-60 cells. Cisplatin was used as refer-
ence. The results are shown in Table 2. Significant cytotoxicity
(ICs50 < 10 uM) was recorded only for the pyridinium compound 8.
Probably, this can be attributed to the detergent-like properties
of this compound. N-Oxide 9 showed moderate cytotoxicity
(ICso = 20 uM), what makes it less attractive for further drug
development compared to its tertiary amino analog 6, which is, like
all other secondary and tertiary amines investigated here, devoid of
cytotoxicity. In contrast, reference OSC inhibitor Ro 48-8071
showed noteworthy cytotoxicity (ICso = 8 uM). BIBX 79 (Fig. 1),
another prominent OSC inhibitor, showed no significant cytotox-
icity. This shows, that the inhibition of cholesterol biosynthesis is
not necessarily correlating with the cytotoxicity of the inhibitors.

2.2.2. Assay for inhibition of cholesterol biosynthesis in cells
Compounds 4 and 6, which showed significant inhibition of hu-
man OSC in the in vitro screenings (Table 1), were subjected to a
whole cell assay on human HL-60 cells in order to investigate their
activity at the cellular level. This assay is based on a method
described by us previously [24]. The inhibitors were tested in tripli-
cates at a concentration of 1 uM. Incubation in the presence of 2-13C-
acetate leads to the incorporation of >C atoms into the cholesterol
molecules biosynthesized during the incubation period, and allows
us to distinguish newly synthesized cholesterol from unlabeled
matrix cholesterol that was present in the cells before incubation, by
GC—MS. At a fixed concentration of 1 tM 4 and 6 led to a decrease of
overall cholesterol biosynthesis of >90% compared to untreated
control samples. At the same concentration Ro 48-8071 led to a
decrease of >90%, for BIBX 79 a reduction of 60% was recorded.

3. Conclusion

This paper describes the design, synthesis, and biological eval-
uation of a series of aminopropylindenes as a new chemotype of
oxidosqualene cyclase (OSC) inhibitors. Our concept included the
design of inhibitors which contain typical structural elements of
sterols (rings C + D and the lipophilic side chain), introduced by
utilizing Grundmann's ketone as a building block, as well as a
protonable or cationic functional group at a position where high
energy intermediates of the OSC-catalyzed cyclization reaction
occur. The compounds were tested in vitro for inhibition of five
different oxidosqualene cyclases, among which four lanosterol
synthases (from S. cerevisiae, T. cruzi, P. carinii and H. sapiens), and
one cycloartenol synthase (from A. thaliana). The screening results
of this first, relatively small collection of inhibitors gave first in-
sights into structure—activity-relationships, showing that the size
and charge of the side chain have significant impact on activity,
selectivity, and cytotoxicity of the compounds. The lack of cyto-
toxicity of the aliphatic amines 4—7 is remarkable,

In a whole cell assay on a human cell line compounds 4 and 6
showed strong inhibition of total cholesterol biosynthesis,

indicating that this class of inhibitors has proper physico-chemical
properties for being active in living cells.

The concept of combining a significant partial structure of
the steroid backbone with functional groups which are able to
mimic cationic high energy intermediates, is promising for further
evaluation.

4. Experimental
4.1. Chemistry

Ozonolyses were performed on a Fisher Scientific 502 Ozon
Generator (Fisher Scientific, Schwerte, Germany). Melting points
were determined by open tube capillary method on a Biichi melting
point B-450 apparatus and are uncorrected. IR spectra were ob-
tained on a Perkin Elmer FT-IR: Paragon 1000 spectrometer. NMR
spectra were recorded on Jeol JNMR-GX 400 (400 MHz) and Jeol
JNMR-GX 500 (500 MHz) spectrometers with tetramethylsilane as
an internal standard. J values are given in Hz. Mass spectra (MS)
were run by chemical impact (Cl; reactant gas: methane) on a
Hewlett Packard 5989 A mass spectrometer with 59,980 B particle
beam LC/MS interface, and by electron impact (EI) at 70 eV on a Jeol
JMS GCmate I1. Solvents were of HPLC grade or p.a. grade, if not they
were distilled before use. All chemicals were purchased from Sigma
Aldrich (Schnelldorf, Germany) and Acros Organics (Geel, Belgium).
Reactions were monitored by thin-layer chromatography (TLC)
using pre-coated plastic sheets POLYGRAM SIL G/UV254 from
Macherey—Nagel (Diren, Germany). Merck silica gel 60 was used as
stationary phase for flash column chromatography (FCC).

The OSC substrate, 2,3-oxidosqualene (0S), was prepared as
previously described [33]. Labeled [ *C]-(35)2,3-oxidosqualene was
obtained through biological synthesis by incubating pig liver Sio
supernatant with R,S[2-'*C]mevalonic acid (1 pCi, 55 mCi/mmol,
2.04 GBq/mmol) (Amersham Pharmacia Biotech, U.K), in the pres-
ence of OSC inhibitor U14266A [34], as previously described [35].

4.1.1. (1R,3aR,7aR)-1-[(R)-1,5-Dimethylhexyl]-7a-
methyloctahydroinden-4-one (Grundmann’s ketone; 1)

A solution of cholecalciferol (5.00 g, 13.0 mmol) in methanol
(100 mL) was cooled to —30 to —40 °C and ozone was bubbled
through the solution (60 L{h) for 30 min. The solution was treated
with 50 mL water, concentrated under reduced pressure to 80 mL
volume, and extracted with pentane (3 x 100 mL). The combined
organic layers were dried over magnesium sulphate and concen-
trated under reduced pressure. The crude product was purified by
FCC (hexane:ethyl acetate 10:1) to yield 3.35 g (97%) of Grund-
mann's ketone as a colorless oil. [a]f)ﬂ = +42.1. IR (Nacl):
i = 2958 cm1,1677,1418, 1245,1209, 1144, 961; 'H NMR (CDCl3):
6 =2.42 ppm (dd, J; =11.8,J> = 7.5 Hz, 1H, 3a-H), 2.29-2.18 (m, 2H,
5-H), 2.12 (m, TH, 7-H), 2.00 (m, 1H, 6-H), 1.95—1.85 (m, 2H, 3-H, 6-
H),1.73 (m, 1H, 2-H), 1.61-1.28 (m, 8H, 1-H, 2-H, 3-H, 7-H, 1’-H, 2'-
H, 3'-H, 5’-H), 1.18—1.00 (m, 4H, 2’-H, 3'-H, 4'-H), 0.95 (d, ] = 6.6 Hz,
3H, 1-CH3), 0.86 (d, ] = 6.7 Hz, 3H, 6'-H), 0.85 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 5'-
CH3), 0.65 (s, 3H, 7a-CH3); *C NMR (CDCl3): § = 212.3 ppm, 62.0,
56.8, 49.9, 41.0, 394, 39.0, 35.9, 35.5, 28.0, 275, 241, 23.7, 22.8,
22.5,19.0, 18.7, 12.5; MS (Cl): m/z (%) = 265 (64) [M + H|", 247
(100); MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 264 (19) [M]*; 125 (100), 111 (61);
HRMS (EI, 70 eV): mjz = 264.2495 [M]", caled for CopHaN:
264.2453.

4.1.2. (1R 7aR)-4-(3-Bromopropyl)-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-7a-
methyl-1-[(R)-1,5-dimethylhexyl]-1H-indene (3)

Under nitrogen, a solution of 800 mg (3.03 mmol) Grundmann'’s
ketone (1) in 20 mL anhydrous THF was added dropwise to 9.0 mL
of a solution of cyclopropylmagnesium bromide (0.5 M in THF;
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4.5 mmol) with stirring, and the mixture was refluxed for 3.5 h.
After cooling to ambient temperature, the mixture was poured into
ice-water (20 mL), and solid ammonium chloride is added with
stirring until the precipitate dissolved. The mixture was extracted
with diethyl ether (3 x 20 mL), and the combined organic layers
were dried over magnesium sulphate. The oily residue was purified
by FSC (cyclohexane:ethyl acetate 20:1) to give crude tertiary
alcohol 2 (640 mg; about 69%; mixture of isomers). This product
was dissolved in glacial acetic acid (2 mL) and 0.30 mL of a solution
of HBr in glacial acetic acid (40%) was added. The reaction mixture
was stirred under a nitrogen atmosphere for 30 min and then
extracted with diethyl ether (3 x 20 mL). The combined organic
layers were dried over magnesium sulphate and concentrated un-
der reduced pressure. The crude product was purified by FCC
(heptane) to yield 632 mg (82% calculated on crude 2; 56%
over both steps) of 3 as colorless oil. [a]2° = +48.2. IR (NaCl):
b = 2953cm-!, 2858, 1465, 1368, 1247; 'H NMR (CDCl3):
& = 3.36 ppm (m, 2H, 3'-H), 2.33—2.18 (m, 2H, 3-H), 2.14-2.07 (m,
1H, 2-H), 2.00—1.74 (m, 7H, 1’-H, 2-H, 2’-H, 5'-H, 7-H), 1.73—1.61 (m,
2H, 6-H),1.55-1.48 (m, 2H, 1"-H, 5”-H), 1.40-1.02 (m, 9H, 1-H, 2"-H,
3"-H, 4"-H, 5-H, 7-H), 0.94 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 1”-CH3), 0.87 (d,
J=6.6Hgz, 3H, 5"-CHs), 0.86 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 6"-H), 0.85 (s, 3H, 7a-
CHs); 13C NMR (CDCl3): 6 = 144.1 ppm, 124.5, 56.4, 43.1, 39.6, 37.4,
36.0,34.7,33.8,32.1,31.4,28.0 (2 C), 27.1,25.3, 23.8, 22.8, 22,6, 19.5,
19.0, 18.4; MS (CI): m/z (%) = 371 (34) [M + H]", 369 (40) [M + H]",
355 (4), 353 (2), 257 (61), 255 (50), 127 (100); MS (EI, 70 eV): m/z
(%) = 370 (2) [M]*, 368 (4) [M]", 355 (8), 353 (10), 257 (90), 255
(100); Anal. Calcd for C23H37Br (%): € 68.28, H 10.10, Found C 68.40,
H 10.23.

4.1.3. N-Allyl-N-methyl-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-dimethylhexyl|-7a-
methyl-2,3,5,6,7,7a-hexyhydro-1H-inden-4-yl]-propyl}amine (4)

To a solution of bromo compound 3 (0.18 g, 0.49 mmol) in
5.0 mL acetonitrile and N-allylmethylamine (3.0 mL, 1.8 mmol)
was added, and the mixture was stirred at room temperature for
72 h under a nitrogen atmosphere. Then, a NaHCO3; solution
(20 mL, 5%) was added, and the mixture was extracted with
methylene chloride (3 x 20 mL). The combined organic layers
were dried over sodium sulphate and concentrated under reduced
pressure. The crude product was purified by FCC (heptane:ethyl
acetate:EDMA  (N-ethyl-N,N-dimethylamine) 8:2:0.1) to vyield
98 mg (56%) of 4 as yellow oil. @]’ = +46.9. IR (NaCl):
# = 3075 cm~', 2950, 2867, 2784, 1835, 1733, 1643, 1463, 1367,
995; '"H NMR (CDCl3): & = 5.91-5.81 ppm (m, 1H, 2/-H), 5.19-5.14
(m, 2H, 3"’-H), 3.00 (d, ] = 6.6 Hz, 2H, 1""-H), 2.33-2.23 (m, 4H, 1-
H, 3'-H), 2.21 (s, 3H, N-CH3), 1.98—1.80 (m, 6H, 2'-H, 3-H, 5'-H, 7'~
H), 1.71-1.61 (m, 2H, 6'-H), 1.57—-1.49 (m, 3H, 2-H, 5"-H), 1.44-1.31
(m, 4H, 1”-H, 2'-H, 2"-H, 3”-H), 1.19-1.05 (m, 6H, 1’-H, 2"-H, 3"-H,
4"-H, 7'-H), 0.94 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 1”-CH3), 0.87 (d, ] = 6.6 Hz, 3H,
5"-CHs) 0.86 (d, | = 6.6 Hz, 3H, 6”-H), 0.84 (s, 3H, 7a’-CHs); *C
NMR (CDCls): 6 = 142.7 ppm, 135.8, 125.9, 117.5, 61.0, 57.1, 56.4,
43.0, 42,0, 39.6, 37.5, 36.0, 34.8, 31.3, 28.0, 27.9, 271, 256, 25.2,
23.8, 22.8, 22,6, 19.6, 19.0, 18.4; MS (CI): mfz (%) = 360 (100)
[M -+ HJ*, 358 (12), 344 (4), 175 (6), 110 (83); MS (EI, 70 eV): m/z
(%) = 359 (6) [M]*, 344 (2), 330 (4), 246 (4), 175 (6), 147 (6), 133
(6), 110 (100); Anal. Calcd for CasHysN (%): C 83.49, H 12.61, N 3.89.
Found C 83.35, H 12.70, N 3.89.

4.14. N-Methyl-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-dimethylhexyl]-7a-
methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-yl]-propyl}amine (5)
Bromo compound 3 (0.20 g, 0.54 mmol) was dissolved ina2 M
solution of methylamine in THF (2,7 mL, 5.4 mmol), and the solu-
tion was stirred at 40 °C under a nitrogen atmosphere for 72 h,
Then, a NaHCO;5 solution (20 mL, 5%) was added and the mixture
was extracted with methylene chloride (3 x 20 mL). The combined

organic layers were dried over sodium sulphate and concentrated
under reduced pressure. The crude product was purified by FCC
(heptane:ethyl acetate:EDMA 8:2:0.1) to yield 0.12 g (70%) of 5 as
yellow oil. :a:],z;,u = +66.4. IR (NaCl): # = 3333 cm !, 2952, 2869,
1465, 1367; 'H NMR (CDCl3): 6 = 2.34—2.17 ppm (m, 7H, 1-H, 2-H,
N-CH3), 1.96—-1.78 (m, 6H, 3-H, 3’-H, 5'-H, 7'-H), 1.71-1.61 (m, 2H,
6'-H), 1.60—1.31 (m, 7H, 1”-H, 2'-H, 2"-H, 3'-H, 3"-H, 5"-H), 1.22—
1.20 (m, 6H, 1'-H, 2"-H, 3"-H, 4"-H, 7'-H), 0.93 (d, ] = 6.6 Hz, 3H,
1”-CH3), 0.87 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 5"-CH3), 0.86 (d, | = 6.6 Hz, 3H, 6"-
H), 0.84 (s, 3H, 7a’-CH3); '3C NMR (CDCl3): & = 142.7 ppm, 126.4,
576, 56.5, 47.6, 43.0, 41.0, 37.6, 36.0, 34.9, 31.4, 28.1 (2x), 27.2, 25.6,
25.3, 23.9, 229, 22.7,19.6, 19.1, 18.5; MS (ClI): m/z (%) = 320 (100)
[M + HJ ", 314 (14), 279 (19), 261 (6), 187 (8), 167 (14), 149 (52), 113
(38); MS(EL 70 €V): mfz (%) = 319 (1) [M]"; 317 (2), 273 (2), 247 (2),
175 (6), 149 (19), 85 (41), 59 (100); HRMS (EI, 70 eV): m/
z =319.3259 [M]", calcd for CzzHaN: 319.3239.

4.1.5. N,N-Dimethyl-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-dimethylhexyl]-7a-
methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-ylj-propyl}amine (6)

Bromo compound 3 (0.15 g, 0.41 mmol) was dissolved ina 2 M
solution of dimethylamine in THF (4.0 mL, 8.0 mmol), and the so-
lution was stirred at room temperature under a nitrogen atmo-
sphere for 24 h. Then, a NaHCO5 solution (20 mlL, 5%) was added,
and the mixture was extracted with methylene chloride
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over sodium
sulphate and concentrated under reduced pressure. The crude
product was purified by FCC (heptane:ethyl acetate:EDMA 8:2:0.1)
to yield 96 mg (70%) of 6 as yellow oil. [nv]ﬂ0 = +25.6. IR (NaCl):
7 = 2935cm~!, 2812, 1464, 1368, 1265, 1042, 812; 'H NMR
(CDCl3): 6 = 2.24—2.18 ppm (m, 10H, 1-H, 2-H, N(CH3)2), 1.98—-1.81
(m, 6H, 3-H, 3'-H, 5’-H, 7-H), 1.71-1.62 (m, 2H, 6'-H), 1.58—1.31 (m,
7H,1"-H, 2'-H, 2"-H, 3'-H, 3"-H, 5"-H), 1.24-1.02 (m, 6H, 1"-H, 2"-H,
37-H,4"-H, 7'-H), 0.94 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 1”-CH3), 0.87 (d,] = 6.6 Hz,
3H, 5”-CH3), 0.86 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 6”-H), 0.84 (s, 3H, 7a’-CH3); °C
NMR (CDCl3): 6 = 142.7 ppm, 126.0, 59.8, 56.5, 45.6, 43.0, 39.6, 37.5,
36.0,34.8,314,28.0(2x),27.2,26.2,25.2,23.8, 22.8,22.6 (2C),19.6,
19.0, 18.4; MS (C1): m|z (%) = 334 (100) [M + H]*, 318 (4), 248 (4);
MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 333 (5) [M]*; 84(51), 58 (100); HRMS (El,
70 eV): mjz = 333.3378 [M]", caled for Cp3HgsN: 333.3395; Anal.
Caled for Ca3HasN (%): C 82.81, H 12.99, N 4.20. Found C 82.63, H
13.27, N 4.17.

4.1.6. N-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-Dimethylhexyl]-7a-methyl-
2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-yl]-propyl}piperidine (7)

A solution of bromo compound 3 (0.15 g, 0.41 mmol) in piper-
idine (0.70 g, 8.2 mmol) was stirred at room temperature under a
nitrogen atmosphere for 3 d. Then, a NaHCO3 solution (20 mL, 5%)
was added, and the mixture was extracted with methylene chloride
(3 x 20 mL). The combined organic layers were dried over sodium
sulphate and concentrated under reduced pressure. The crude
product was purified by FCC (heptane:EDMA 10:0.1) to yield 015 g
(98%) of 7 as yellow oil. [a]3’ = +41.6. IR (NaCl): # = 2935cm~1,
2812, 1464, 1368, 1265, 1042, 812; 'H NMR (CDCl3): & = 2.41—
232 ppm (m, 4H, 2-H, 6-H), 2.30-2.18 (m, 2H, 1'-H), 1.98—1.90
(m, 4H, 3'-H, 5"-H, 7"-H), 1.89-1.80 (m, 2H, 3"-H), 1.76—1.66 (m,
2H, 6”-H), 1.65—1.50 (m, 12H, 2-H, 2"-H, 3-H, 4-H, 5-H, 5"-H, 5"'-H),
1.48—1.34 (m, 3H, 1""-H, 3"-H, 3""-H), 1.23—-1.06 (m, 6H, 2'"-H, 3"'-
H, 4"-H, 7"-H), 0.95 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 1""-CH3), 0.89 (d, ] = 6.6 Hz,
3H, 5'”-CH3), 0.87 (d, ] = 6.6 Hz, 3H, 6""-H), 0.84 (s, 3H, 7a”-CH3);
3C NMR (CDCls): 6 = 142.7 ppm, 126.1, 59.3, 56.5, 54.7 (2x), 43.0,
39.6,37.5,36.0, 34.8, 31.5,28.0 (2x), 27.2, 26.2, 25.2, 24.6 (3C), 23.8,
22.8, 22.6,19.6, 19.0, 18.4; MS (CI): m/z (%) = 374 (100) [M + H]*,
266 (4), 124 (10); MS (El, 70 eV): m/z (%) = 373 (12) [M]*; 124 (26),
111 (12), 98 (100); Anal. Calcd for Ca6HgsN (%): C 83.57, H 12.68, N
3.75. Found C 83.19, H 12.66, N 3.54.
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4.1.7. N-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-Dimethylhexyl|-7a-methyi-
2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-ylj-propyi}pyridinium
bromide (8)

A solution of bromo compound 3 (0.18 g, 0.49 mmol) in pyri-
dine (0.40 g, 5.0 mmol) was stirred at reflux for 1 h. Then, the
excess of pyridine was distilled off under reduced pressure,
and the residue was crystallized from heptane to yield 0.18 g
(82%) of 8 as yellowish solid, Mp. 63 °C. [a]3’ = +60.2. IR (KBr):
i = 3416cm~!, 3126, 2953, 2868, 2190, 1486, 1465, 1367; 'H
NMR (CDCl3): 6 = 9.48 ppm (d, ] = 6.7 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 8.55 (dd,
Ji =79 Hz, J» = 1.2 Hz, 1H, 4-H), 8.17 (dd, J; = 7.9 Hz, J» = 6.7 Hz,
2H, 3-H, 5-H), 4.93 (t, ] = 7.1 Hz, 2H, 1'-H), 2.15-2.04 (m, GH, 2'-H,
3'-H, 5”-H), 1.97—-1.91 (m, 2H, 7"-H), 1.90-1.78 (m, 3H, 2"-H, 3"-
H), 1.69-1.63 (m, 2H, 6"-H), 1.52 (tq, J; = J2 = 6.6 Hz, 1H, 5""-H),
1.45-1.25 (m, 4H, 1'"-H, 2"-H, 2"'-H, 3'"-H), 1.17-1.03 (m, 5H, 1"-
H, 2"-H, 3"-H, 4'"-H), 0.92 (d, J = 6.6 Hz, 3H, 1-CH3), 0.87 (d,
] = 6.6 Hz, 3H, 5"-CHs), 0.85 (d, | = 6.6 Hz, 3H, 6""-H), 0.82 (s, 3H,
7a"-CHs); 3C NMR (CDCl3): 6 = 145.2 ppm (2C), 145.1, 144.8, 128.5
(2C), 123.6, 62.1, 56.3, 43.5, 39.5, 37.2, 35.9, 34.6, 30.3, 29.9, 28.0,
27.8, 27.0, 25.4, 23.8, 22.8, 226, 194, 18.9, 18.5; MS (CI): m/z
(%) = 369 (100) [M + HJ*, 333 (12), 303 (14), 247 (14), 220 (16),
179 (14), 159 (27),127 (33), 107 (33); MS (EI, 70 eV): mjz (%) = 368
(20) [M]*, 181 (40), 93 (100), 81 (16), 79 (22); Anal. Calcd for
C26HazNBr x 2H20 (%): C 64.45, H 9.57, N 2.89. Found C 64.03, H
8.75, N 2.85.

4.1.8. N,N-Dimethyl-{3-[(1R,7aR)-1-[(R)-1,5-dimethylhexyl]-7a-
methyl-2,3,5,6,7,7a-hexahydro-1H-inden-4-yl]-propyl}amine-N-
oxide (9)

A solution of MCPBA (0.070 g, 0.40 mmol) in chloroform (5 mL)
was added dropwise to a stirred solution of tertiary amine 6
(0.10 g, 0.33 mmol) in chloroform (5 mL). The mixture was stirred
at 0 °C for 30 min, then washed with a saturated NaHCO5 solution
(3 % 20 mL) and brine (2 = 20 mL). The organic layer was dried
over sodium sulphate and evaporated under reduced pressure. The
residue was purified by FCC (methanol) to yield 86 mg (82%) of 9
as colorless viscous oil. [ac]f;,O = 4+22.4. IR (NaCl): # = 2952 cm !,
1467, 1367, 957; 'H NMR (DMSO-dg): 6 = 3.01 ppm (m, 2H, 1-H),
2.96 (s, 6H, N(CHs),), 2.21—2.16 (m, 2H, 2-H), 1.93—1.80 (m, 8H, 3-
H, 3-H, 5-H, 7-H), 168—160 (m, 2H, 6-H), 151 (tq,
5 = J2 = 6.6 Hz, 1H, 5”-H), 1.44-1.23 (m, 4H, 1”-H, 2’-H, 2"-H),
1.18—-1.04 (m, 4H, 1’-H, 2"-H, 4"-H), 0.92 (d, | = 6.6 Hz, 3H, 1”-CH3),
0.89-0.83 (m, 11H, 7a’-CH3, 3"-H, 5"-CHs, 6”-H); *C NMR (DMSO-
dg): 0 = 142.4 ppm, 124.9, 69.9, 58.3, 55.9, 42.5, 38.9, 36.8, 35.3,
34.1, 30.0, 27.3, 271, 26.6, 24.7, 23.1, 22.6, 22.3, 21.3,18.9,18.7,18.2;
MS (CI): mjz (%) = 350 (5) [M + HJ*, 334 (100), 320 (48); MS (EI,
70 eV): mfz (%) = 349 (8) [M]"; 333 (40), 320 (6), 306 (8), 273 (16),
236 (33), 195 (52), 175 (60), 147 (52), 133 (72), 119 (60), 107 (100);
HRMS (El, 70 eV): mjz = 349.3338 [M]", calcd for Ca3H43NO:
349.3345.

4.2, Strains of S. cerevisiae and cultural conditions

The recombinant strains of S. cerevisiae, SMY8[pSM61.21] (MATa
ergZ::HIS3 hem1::TRP1 ura3-52-trp1-463 LEUZ2::0SC S. cerevisiae
his3-4200 ade2 Gal") expressing wild-type yeast OSC [36], SMY8
[pBJ1.21] (MATa erg7::HIS3 hem1::TRP1 ura3-52-trp1-463 LEU2::05C
T. cruzi his3-4200 ade2 Gal*) expressing T. cruzi OSC [27], SMY$S
[pBJ4.21] (MATa erg?::HiS3 hem1::TRP1 ura3-52-trp1-463 LEUZ2::05C
P. carinii his3-4200 ade2 Gal") expressing P. carinii OSC [27], SMY8
[pSM60.21] (MATa erg7::HIS3 hemI1::TRP1 ura3-52-trp1-463
LEU2::05C A. thaliana his3-4200 ade2 Gal™) expressing A. thaliana
0SC [37], and SMYS[pSOB11] (MATa erg7:HIS3 hemi:TRP1
URA3::0SC H. sapiens trp1-463 leu2-3.112 his3-4200 ade2 Gal')
expressing H. sapiens OSC [38] were used.

Cells of SMY8[pSM61.21], SMYS8[pBJ1.21], SMY8[pBJ4.21] and
SMY8[pSM60.21] were grown aerobically at 30 °C to early sta-
tionary phase in YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
glucose) supplemented with hemin (0.013 mg/mL) and ergosterol
(0.02 mg/mL). Hemin is needed in the medium as the SMY8 strains
contain a mutation (hem1::TRP1) affecting the heme biosynthesis.
The presence of a heme mutant background is necessary for the
viability of lanosterol synthase mutants in aerobic conditions [36].
0SCs expression was induced in YPG medium (1% yeast extract, 2%
peptone, 2% galactose) supplemented with hemin (0.013 mg/mL).
A. thaliana OSC expression in SMY8[pSM60.21] was induced in YPG
medium in the presence of hemin (0.013 mg/mL) and ergosterol
(0.02 mg/mL).

Cells of SMY8|pSOB1.1] were grown aerobically at 30 °C to early
stationary phase in synthetic complete medium without uracil SC-
Ura (0.17% yeast nitrogen base, 0.2% amino acids, 0.5% ammonium
sulphate), with glucose (2%) in the presence of hemin (0.013 mg/
mL) and ergosterol (0.02 mg/mL). Human OSC expression was
induced in SC-Ura medium with galactose (2%) in the presence of
hemin (0.013 mg/mL).

4.3. Enzyme assays

Cell-free homogenates were obtained as described [38]. Briefly,
after lysis of the cell wall with lyticase, the spheroplasts were ho-
mogenized with a Potter device. Proteins in the homogenate were
quantified with a protein assay kit (Sigma), based on the method of
Lowry modified by Peterson [39] using bovine serum albumin as a
standard.

0SC activity was assayed as described [38]. Briefly, the homog-
enates were incubated with labeled ['#C]-(3S)-2,3-oxidosqualene
(1000 cpm). The enzymatic reaction was terminated by the addi-
tion of KOH in methanol (10% w/v), the lipids were saponified at
80 °C for 30 min and nonsaponifiable lipids were extracted with
petroleum ether, Extracts were spotted on TLC plates using n-
hexane/ethyl acetate (85:15) as the developing solvent, The con-
version of labeled substrate to labeled product was determined by
using a System 200 Imaging Scanner (Hewlett—Packard, Palo Alto,
CA, USA).

0SC inhibition was carried out, as described above, by incu-
bating the homogenates with labeled ['4C]-(3S)-2,3-oxidosqualene
(1000 cpm) in the presence of inhibitors. ICsg values (inhibitor
concentrations that reduced the enzymatic conversion by 50%)
were calculated by non-linear regression analysis of the residual
activity versus the log of inhibitor concentration using statistical
software from GenStat (NAG, Oxford, UK).

4.4. MTT assay [32]

HL-60 cells (German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures, DSMZ, Braunschweig, Germany) were maintained in RPMI
1640 medium (PAA Laboratories, Célbe, Germany) containing 10%
fetal bovine serum (FBS, PAA Laboratories, Colbe, Germany)
without antibiotics at 37 °C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Solutions of the compounds in DMSO (1 pL, concentrations
ranging from 10~2 to 10~% mol/L) were incubated with 99 pL of a
suspension of HL-60 cells (9 x 10° cells/mL) in RPMI 1640 medium
with 10% FBS in 96 well plates for 24 h at 37 °C. Then, 10 uL of MTT
solution in PBS (5 mg/mL) were added and the plate was incubated
for another 2 h. The cells were quenched with 190 pL DMSO and
after 1 h of continuously shaking of the plates a photometric
evaluation on an ELISA plate reader MRX II (Dynex Technologies,
Denkendorf, Germany; Software: Revelation 4.06) using the
wavelength of 550 nm followed. The ICsq values were calculated by
using Prism 4 (GraphPad Software, La Jolla, USA).
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4.5. Assay for cholesterol biosynthesis inhibition

The whole cell assay for cholesterol biosynthesis inhibition was
carried out on HL-60 cells as described by us previously [23].
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1.2.1.3 Beitrag am Artikel
Die Syntheseplanung und Durchfuhrung 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
(Universitat Turin) fihrten 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), auRerdem war ich bei der Interpretation der Ergebnisse der biologischen Daten

beteiligt.

Die Detektion von Squalenepoxid im Cholesterol-Biosynthese-Assay wurde von mir personlich
optimiert, so dass sie nun fur die Identifizierung von OSC-Inhibitoren im Routinebetreib geeignet ist.
Martin Giera verwendete in seiner Arbeit reines TSIM (Trimethylsilylimidazol) als Silylierungsreagenz
[1, 2]. Im Routinebetrieb flhrte 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) gewahlt. MSTFA zeigt die oben genannten Effekte nicht, da
es ein schonenderes Silylierungsreagenz ist. Die alleinige Verwendung von MSTFA reichte jedoch nicht
fur eine zufriedenstellende Detektion aller Sterole aus. Jedoch kam es unter der Verwendung von
MSTFA mit Zuséatzen an TSIM (10%) zum Aample breakdownfivon Squalenepoxid. Dies wurde bereits
von Giera beschrieben und in eigenen Studien bestatigt. Die Losung des Problems lag in der
Verwendung von verschiedenen Mischungsverhdltnissen von TSIM mit MSTFA. Fur 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
(Saulenbluten) beobachtet. Die Lebenszeit der GC-Saule wurde somit ebenfalls verlangert. Die
Untersuchungen von moglichen OSC-Inhibitoren, sprich die Detektion von Oxidosqualen, wurden mit
einer Mischung im Verhdltnis 1:1 bewerkstelligt. Ein hoheres Saulenbluten, kirzere
GC-Saulen-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, Muller 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 HEls das

Bestreben, das sehr teure Grundmanns Keton durch ei
ersetzen. Die Herstellung von Verbindungen nach Lange (Kapitel 1.2.1.2) ist ferner sehr aufwéandig, da
Rucksicht auf diverse epimerisierbare Stereozentren genommen werden muss. Die Arbeit von Lange
zeigte schon, dass die Nachahmung auch der lipophilen Teile (Seitenkette) des Sterolgrundgeristes
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]. Wahrend der Cyclisierung des offenkettigen Triterpens Oxidosqualen zu Lanosterol
werden flnf 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 Sterolgerust imitiert. Bei der zweiten und dritten Generation sind nun
zwei protonierbare Aminogruppen enthalten, die sowohl das HEI in Position pro C4 des Sterolgeriistes
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. vollstandigen 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 Zytotoxizitat und im Agar-Diffusionstest getestet. Die Testung an isolierten OSC-Enzymen
wurde 2009 nicht durchgefuhrt. Erst 2013 wurden Tests durch Prof. Dr. Balliano (Universitat Turin)
durchgefiihrt (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 R! die inhibitorische Aktivitat. In Docking-Experimenten an der
Kristallstruktur der humanen OSC konnte die Aktivitat plausibel erklart werden und neue, mogliche
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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1.2.2.3 Beitrag an den im Vortrag prase ntierten Forschungsergebnissen
Die Syntheseplanung und die Durchfihrung, 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 (ldentifizierung des Zielenzyms in
der Cholesterol- oder Ergosterol-Biosynthese) und im quantitativen Assay (Bestimmung der ICso-Werte
bezogen auf die Cholesterol-Neubildung in einem zellularen Assay) zu charakterisieren. Die besten
Substanzen wurden anschlieRend im Vortag prasentiert (vgl. Tabelle 4). Die Grafiken auf Folie 5, 7 und
8 stammten ebenfalls von mir. Rainer Wilcken und Prof. Dr. Frank Béckler berechneten durch Docking

Experimente mogliche sinnvolle Strukturvariationen.



Sterol -Biosynthese -Testung 53

1.2.3 Oxidosq ualencyclase -Inhibitoren , dritte Generation

Wolfgardt A, Miller C, Keller M, Wilcken R, Bockler 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 starkste 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 Anknipfung
des Piperidinringes in Position 3 oder 4 (Kapitel 1.2.3.2, Verbindung 1 Position 2 des Piperidins,
Abbildung 8) eine hthere Affinitét 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 Aktivitat auf die humane OSC oder gar keine Aktivitat. 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
starker (30 nM) als Ro 48-8071.

| |
cl cl CF,
_N _N
16

N 1 13
I
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 Prasentation der Forschungsergebnisse in Kapitel 1.2.3.2 nur in der 1 uM Testung (siehe Kapitel
1.2.1.1, 1.2.1.2). Erst hinterher wurde der ICso-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 stérker als die Leitstruktur
(Verbindung 1) und immer noch 8-mal starker als Ro 48-8071.

Fir 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
durchgefiihrt. AuRerdem gibt es zu den Substanzen mit den niedrigsten ICso-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 Selektivitat gegeniuber trypanosomaler OSC.

Die ermittelten ICso-Werte am isolierten Enzym (Tabelle 2) sind zum Teil deutlich héher als die
ICso-Werte, die wir aus unserem eigenen Ganzzell-Cholesterol-Biosynthese-Assay ermittelt haben.
Maogliche Griinde sind:

1 Anreicherung der lipophilen Substanzen in der Zelle (Aufkonzentrierung)

1 ADosRmegul at HEM®G-Reduktase [13]

1 Erhohter Cholesterol Efflux aus der Zelle durch Bildung von Epoxicholesterol [13]

1 Inhibition eines weiteren Enzyms im Prasqualen-Abschnitt der Cholesterol-Biosynthese,
welches mit unserem Testsystem nicht erkannt werden kann. Der Aufbau eines Testsystems

fur die Squalensynthase (Abbildung 5; Enzym k) befindet sich derzeit in Vorbereitung.
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AW-93 0,011

AW-111 0,142

AW-138 0,017

AW-166 0,125

MK2-74 1,100

MK2-87 2,135

MK2-90 1,290

Tabelle 2: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Testung an isolierten Oxidosqualencyclasen von

Prof. Dr. Balliano aus Turin. Im Vergleich dazu die ICso-Werte bezogen auf die Cholesterol-Neubildung
aus unserem eigenen Ganzzell-Cholesterol-Biosynthese-Assay
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