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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Allgemeines zu Cholesterol

Der menschliche Korper enthalt ca. 145 g Cholesterol, welches er zum grofiten Teil selbst
herstellt (ca. 1 g pro Tag). Hauptproduktionsorte sind die Leber und der Darm. Lediglich
10 — 30 % des bendtigten Cholesterols resorbiert der Korper aus der Nahrung, abhangig
davon, wie hoch der momentane Bedarf ist'2. Uber das Blut verteilt sich das Cholesterol
im ganzen Korper; etwa ein Drittel wandert in das Gehirn. Da Cholesterol extrem schlecht
wasserloslich ist, findet der Transport iiber verschiedene Transportproteine statt, welche
ihrer Dichte nach unterteilt werden. Die wichtigsten sind: Low-Density-Lipoprotein (LDL)
und High-Density-Lipoprotein (HDL)?.

Hauptfunktion von Cholesterol im menschlichen Korper ist die Stabilisierung der
Zellmembranen3*. Nach Finlagerung in die Plasmamembran legt sich Cholesterol
zwischen die Fettsaureketten der Phospholipide und verringert an dieser Stelle die
Wechselwirkungen der Fettsaureketten untereinander. Je nach Anzahl der Cholesterol-
Molekiile wird die Plasmamembran dadurch mehr oder weniger stark flexibel.
Zahlenmafsig macht Cholesterol fast die Halfte aller Membran-Molekiile aus bzw. etwa
20 % der Gesamtmasse®. Eine Zellmembran ohne Cholesterol ware zu rigide und konnte
ihre Funktion nicht wahrnehmen. Manche Proteine, die in der Membran lokalisiert sind,
benotigen sogar eine direkte Interaktion mit Cholesterol, um funktionieren zu kénnen’.

Cholesterol ist also ein essentieller Bestandteil der Zellmembran menschlicher Zellen.

Weiterhin stellt Cholesterol den biochemischen Ausgangspunkt fiir Gallensauren und
viele endokrine Botenstoffe dar: Die Corticoide Cortisol und Aldosteron und die
Geschlechtshormone Testosteron, Estradiol, Estriol und Progesteron werden aus
Cholesterol hergestellt>. 7-Dehydrocholesterol, eine direkte Biosynthesevorstufe von
Cholesterol, ist Ausgangspunkt fiir die korpereigene Synthese von Vitamin Ds. Ungefahr
500 mg Cholesterol werden jeden Tag in der Leber in Gallensauren umgewandelt®. Diese
sind im Diinndarm dafiir verantwortlich, Fette und Cholesterol selbst aus der Nahrung

herauszulosen und aufzunehmen.
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1.2 Biosynthese von Cholesterol

Die Biosynthese von Cholesterol beginnt mit dem Grundbaustein Essigsdure, das
gebunden an Coenzym A als Acetyl-CoA in den Zellen vorliegt®”. Dieser Thioester wird
fiir viele biochemische Prozesse verwendet — unter anderem fiir den Aufbau von
Fettsdauren und zur Energiegewinnung im Citrat-Zyklus. Die Relevanz des Biomolekiils
Acetyl-CoA fiir die Cholesterolbiosynthese wurde 1951 von Feodor Lynen entdeckt,
welcher zusammen mit Konrad Bloch wesentlich an der Aufklarung der
Cholesterolbiosynthese beteiligt war. 1964 wurde beiden Forschern dafiir der Nobelpreis

fiir Medizin verliehen8?.

Im ersten Schritt addiert das Enzym Acetyl-CoA-Acetyltransferase in einer katalysierten
Claisen-Kondensation ein Acetyl-CoA Molekiil an ein weiteres Acetyl-CoA Molekiil
(Abbildung 1.1). Die HMG-CoA-Synthase transferiert anschliefend ein weiteres Acetyl-
CoA Molekiil und es entsteht der Ce-Korper 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-
CoA). Der nidchste Schritt, die Reduktion der Thioester-Gruppe durch die HMG-CoA-
Reduktase, ist der geschwindigkeitsbestimmende  Schritt der  gesamten
Cholesterolbiosynthese. Hohe Konzentrationen von Farnesol, Lanosterol - zwei
Stoffwechselintermediaten der Cholesterolbiosynthese — und Cholesterol selbst hemmen
die HMG-CoA-Reduktase und sorgen so fiir eine Regulierungsmoglichkeit durch negative
Riickkopplung. Mevalonat, das Produkt der HMG-CoA-Reduktase vermittelten
Reduktion, wird mit Hilfe von Kinasen zweifach phosphoryliert und es entsteht

Mevalonatpyrophosphat.

Acetoacetyl-Synthase O HMG-CoA-. Synthase HO_ CH; O HMG-CoA-ReduktaS? HQ, CHs
2 ’,
)j\ _CoAA —— 3 )j\/u\ CoA OOC ) _CoA » OOC\/</\OH
S

Acetyl-CoA Acetoacetyl-CoA 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA R-Mevalonat
(HMG-CoA)
Mevalonat
-Kinase

Diphosphomevalonat- Phosphomevalonat-

)\/\ IPP- Isomerase)\/\ Decarboxylase _ HO, CHj Kinase HO, CHj
ooc_ g
OPO3P0O; OF’O3PO3 -«—— 00C

OPO5PO,4 OPO;

Dimethylallylpyrophosphat Isopentenylpyrophosphat

5-Diphospho-R-mevalonat 5-Phospho-R-mevalonat
(DMAPP) (IPP) phosp! p

Abbildung 1.1 Mevalonat-Weg
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Durch Decarboxylierung entstehen die ersten beiden Isoprenoid-Stukturen (Cs-Korper)
Isopentenylpyrophosphat (IPP) und Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP), welche durch
die IPP-Isomerase miteinander im Gleichgewicht stehen. Die Schritte von Acetyl-CoA bis

zu den beiden Isoprenoid-Korpern werden auch als ,,Mevalonat-Weg” bezeichnet!.

)\/\ IPP-Isomerase )\/\
———
X OPO3PO OPO3PO;

3

Isopentenylpyrophosphat Dimethylallylpyrophosphat
(IPP) (DMAPP)

|

MAOPO3PO3

Geranylpyrophosphat
(GPP)
X X X OPO3PO3
Farnesylpyrophosphat
/ (FPP) \
. . . Z Z =
Dolichol
Ham A Squalen
Farnesylierte Proteine a
Y
X X X X OPO3PO;
Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP)
Ubichinone

Geranylgeranylisierte Proteine

Cholesterol

Abbildung 1.2 Isoprenoid-Biosyntheseweg

Zwei IPP-Molekiile und ein Dimethylallyl-Pyrophosphat (DMAPP) werden in zwei
Schritten durch dasselbe Enzym (Farnesylpyrophosphatsynthase) tiber
Geranylpyrophosphat (Ci) zum Cis-Korper (Sesquiterpen) Farnesylpyrophosphat (FPP)
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verkniipft. Ab hier verzweigt sich der Stoffwechselweg. Ein Molekiil FPP kann mit einem
weiteren IPP zu Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP, Cz) verkniipft werden und beide
Isoprenoide (FPP und GGPP) werden zur Prenylierung von Proteinen, einer wichtigen
posttranslationalen Modifikation, verwendet!. Des Weiteren werden Dolichol, Him A und
Ubichinone aus Farnesylpyrophosphat hergestellt. Der grofite Teil des FPP wird jedoch
zur Biosynthese von Squalen verwendet, welches aus der Schwanz-zu-Schwanz-

Kondensation von zwei Molekiilen FPP durch das Enzym Squalensynthase entsteht.

Regio- und stereoselektive Oxidation von Squalen durch die Squalenepoxidase liefert
Squalenepoxid, welches durch das Enzym Oxidosqualencyclase in einer grandiosen
Cyclisierungsreaktion unter Aufbau von 7 Stereozentren zu Lanosterol, dem ersten
Molekiil mit Steroid-Grundgeriist umgesetzt wird. Dieses Steroid wird durch acht weitere
Enzyme schrittweise in Cholesterol umgewandelt (Abbildung 1.3). Fiir die Reihenfolge, in
welcher diese Schritte stattfinden, gibt es zwei Mdglichkeiten. Im Bloch-Weg findet die
Reduktion der Doppelbildung in der aliphatischen Seitenkette erst am Schluss in der
Umsetzung von Desmosterol zu Cholesterol statt. Im zweiten Weg, dem Kandutsch-
Russel-Weg, wird die Doppelbildung zuerst reduziert und die weiteren Schritte folgen
anschlieffend. Die Gesamtheit der Biosyntheseschritte bis zum Squalen wird als Pra-
Squalen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese bezeichnet, die Schritte von Squalenepoxid
bis zum Cholesterol als Postsqualen-Abschnitt. Wahrend der Pra-Squalen-Abschnitt in
den Peroxisomen stattfindet, lauft der Post-Squalen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese

im endoplasmatischen Retikulum ab!.
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Abbildung 1.3 Uberblick iiber den Postsqualen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese!!
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1.3 Pharmakologische Bedeutung des Prasqualen-Abschnittes der Cholesterol-

biosynthese

Wird ein beliebiges Enzym innerhalb der Cholesterolbiosynthese gehemmt, sinkt
letztendlich auch der Gehalt an neu gebildeten Cholesterol. Dies kann aus
gesundheitlichen Aspekten wiinschenswert sein, da ein Zusammenhang zwischen der
Haufigkeit kardiovaskuldrer Ereignisse und einem erhohten Cholesterolspiegel existiert.
Die Korrelation wird heutzutage noch weiter prazisiert, indem zwischen den
verschiedenen Transportformen von Cholesterol unterschieden wird. Als Risiko fiir
Herzinsuffizienz und Herzinfarkt gelten LDL-Werte von iiber 100 mg/dL, je nach
familidrer Disposition und anderen Risikofaktoren. Hohe HDL-Werte wiederum gelten als
Risiko senkend (ab 40-60 mg/dL)2. Da es bisher aber nicht mdglich ist, das Verhaltnis von
LDL zu HDL gezielt zu beeinflussen, werden immer noch Arzneistoffe eingesetzt, welche
den Cholesterolspiegel insgesamt senken, wodurch als Folge auch der LDL-Gehalt sinkt.
Verwendet werden dazu heutzutage fast ausschliefllich die sogenannten Statine (z. B.
Atorvastatin, Abbildung 1.4), welche HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren sind®. Da die
HMG-CoA Reduktase das geschwindigkeitsbestimmende Enzym innerhalb des gesamten
Stoffwechselweges ist, schlagt diese Enzymhemmung, obwohl sie an einer sehr friithen
Stelle der gesamten Biosynthese erfolgt, durch auf die Konzentration des Endprodukt des
Biosynthese-Weges, das Cholesterol. Als Nebeneffekt wird allerdings auch die
Biosynthese samtlicher anderer Produkte des Isoprenoid-Stoffwechsels gehemmt, also von
Dolichol, Ubichinonen, Ham A, etc. Auch die beiden Prenyl-Transferasen FTase und
GGTase zur Modifikation von Proteinen konnen nicht mehr weiter mit den

entsprechenden Isoprenoiden versorgt werden.

Um diese Probleme zu umgehen, wurden als geplante Alternative zu Statinen
Squalensynthase (SQS)-Inhibitoren entwickelt, welche erst nach dem biochemischen
Verzweigungspunkt (Farnesylpyrophosphat) angreifen (sieche Abb. 1.2). Theoretisch
sollten solche Wirkstoffe weiterhin den Cholesterolspiegel senken, aber weniger
Nebenwirkungen verursachen als die Statine'*. Studien an Zellen, Mdusen und Affen
zeigen tatsachlich fiir diese Inhibitoren im Vergleich zu den etablierten Statinen ein
grofseres Potential LDL-Cholesterol zu senken, zusammen mit einer besseren
Vertraglichkeit'>e. Bisher schaffte es jedoch nur ein Wirkstoff aus dieser Klasse in die
Phase III von klinischen Studien: Lapaquistat (TAK-475, Abbildung 1.4) von Takeda

Pharma. Es konnte eine effektive Cholesterol-Senkung erreicht werden, aber eine
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beobachtete Hepatotoxizitiat der Substanz (zwei Falle auf iiber 5100 Probanden) sorgte fiir
den vorzeitigen Abbruch der Studie. Diese Nebenwirkung wird allerdings Lapaquistat als
einzelnen Wirkstoff und nicht der gesamten Wirkstoffklasse angelastet, weshalb die Firma
weitere Forschung auf dem Gebiet der SQS-Inhibitoren angekiindigt hat. Abgesehen

davon wurde der Wirkstotf gut vertragen'.

HaC_ CHs
HiC. _CHs 0
©\ 0 OH OH N
COOH
H - o N
cl T o COOH
(0]
& O e
F 0-CHs
Atorvastatin Lapaquistat

Abbildung 1.4 Strukturformel eines Statins (Atorvastatin) und von Lapaquistat (TAK-475)

Auch die Stoffwechselintermediate Farnesylpyrophosphat und
Geranylgeranylpyrophosphat haben eine herausragende Bedeutung, da sie in einer
posttranslatorischen Modifikation an Proteine gebunden werden konnen. Etwa 2 % aller
Proteine des Menschen besitzen die entsprechende Aminosauren-Codierung, um von den
Prenyltransferasen erfasst zu werdenl8. Eine dieser Zielstrukturen ist die Ras-Familie,
welche grofse Bedeutung in der intrazelluldren Signaltransduktion und somit, sofern diese
gestort ist, auch in der Entstehung von Tumoren hat. Daher werden Farnesyltransferase
(FTase)-Inhibitoren zurzeit als potentielle Krebsmedikamente diskutiert. James et al. und
Bolick et al. fanden heraus, dass Inhibitoren der Farnesyltransferase die Proliferation
entarteter Zellen hemmen und in voll ausgebildeten Krebszellen Apoptose einleiten
konnen19,20. Es wurden bereits erste FTase-Inhibitoren in klinischen Studien auf ihre
Wirksamkeit gegen Krebs, hauptsachlich myeloische Leukdmie untersucht, z. B.
SCH66336 (Phase II, Lonafarnib, Abbildung 1.5)*, BMS-214662 (Phase I, Abbildung 1.5)?
und R115777 (Phase II, Tipifarnib, Abbildung 1.5)%*. Dabei zeigte sich eine eher mafiige
Wirksamkeit bei geringer Toxizitdt. Die Autoren schlagen daher eine Kombination mit
konventionellen Zytostatika und die Entwicklung selektiverer Farnesyltransferase-
Inhibitoren (FTI) vor. Im Jahr 2014 konnte fiir SQS-Inhibitoren ebenfalls das Potential

aufgezeigt werden, das Wachstum von Krebszellen und deren Metastasen zu hemmen,

7
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nachdem  ein  Zusammenhang  zwischen  Squalensynthase-Aktivitit = und
tumorbegiinstigenden Proteinen gefunden wurde*. Auch bei HMG-Reduktase-
Inhibitoren konnten Hinweise auf eine Reduktion von krebsrelevanten Proteinen,
vermutlich durch die indirekte Hemmung von Prenylierungen, festgestellt werden. Doch
bei den Konzentrationen, welche fiir einen therapeutischen Effekt in der Krebsbehandlung

notig sind, sind Statine zu toxisch, um als Medikament eingesetzt zu werden®.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass Inhibitoren der Farnesyltransferase und der
Squalensynthase im Vorteil gegeniiber den {iiblichen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren
sind, da sie besser vertraglich sind. Zwar hemmen HMG-CoA-Reduktase-Inhibitoren auch
indirekt die Prenylierung von Proteinen und die Produktion von Squalen. Aber nachdem
sie so frith im Stoffwechselweg angreifen, werden auch die anderen Isoprenoid-Produkte
gehemmt (Ham, Dolichol, Ubiquinone), wodurch wiederum Nebenwirkungen entstehen
konnen. Weiterhin wird durch das Abschneiden des Isoprenoid-Nachschubes nach
Hemmung der HMG-CoA-Reduktase sowohl die Prenylierung mit Farnesylpyrophosphat
als auch mit Geranylgeranylpyrophosphat unselektiv gehemmt. Als Grund fiir die relativ
gute Vertraglichkeit von FTase-Inhibitoren wird vermutet, dass die weiterhin
stattfindende Geranylgeranylierung den Ausfall der Farnesyl-Protein Modifikation
ausgleichen kann. Entartete, mutierte Zellen tberexprimieren dagegen vor allem
farnesylierbare Proteine, wodurch sie besonders anfillig gegentiber FTIs sind im Vergleich

zu nicht-mutierten Zellen2s.

0 0
\/,
S 7z / Br—/ Cl
NC N S \
N J"I =\

R115777 BMS-214662 SCH66336

Abbildung 1.5 Strukturen der Farnesyltransferase-Inhibitoren R115777, BMS-214662, SCH66336
(Lonafarnib)

Um die Jahrtausendwende wurde begonnen, den FEinfluss einer Modulation der

Cholesterolbiosynthese auf das Vorkommen und Fortschreiten der Alzheimer Krankheit
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zu untersuchen. Im Jahr 2000 beobachtete Wolozin in einer epidemiologischen Studie eine
geringere Inzidenz von Alzheimer bei Patienten, die mit Statinen therapiert wurden?.
Weitere in-vitro und in-vivo Versuche bestitigten, dass eine Hemmung der HMG-CoA
mit einer Verminderung von $-Amyloid Plaques und einer erhohten a-Sekretase-Aktivitat
einhergeht®?. In bisherigen klinischen Studien konnte die Anwendung von Statinen aber
noch nicht iiberzeugen, obwohl positive Effekte beobachtet wurden3®. Eine weitere
Moglichkeit, den Abbau von Amyloid Plaques zu fordern, ist der Einsatz von
Squalensynthase-Inhibitoren. Kojro et al. konnten 2010 in zelluldren Assays zeigen, dass
der SQS-Inhibitor Saragossasdaure A einen vergleichbaren Effekt auf die a-Sekretase wie
das Statin Lovastatin erzielt®>. Neben dem Cholesterolspiegel spielt auch die Prenylierung
von Proteinen bzw. deren Hemmung eine Rolle in der Pathogenese von Alzheimer334%,
Daher wire es interessant, geeignete HMG-CoA-Reduktase-, SQS- und Prenyltransferase-
Inhibitoren zu kombinieren. Statine konnten zwar theoretisch sowohl den
Sterolstoffwechsel als auch Proteinprenylierungen auf einen Schlag hemmen, doch ihre
Toxizitdt  verhindert den Einsatz der dafiir erforderlichen Dosen. Um
Proteinprenylierungen iiber eine HMG-CoA-Reduktase-Inhibition zu beeinflussen, miisste
die Reduktase nahezu vollstindig gehemmt werden. Dieser Effekt wird mit den fiir eine
Statin-Therapie {iiblichen, niedrigeren Dosen nicht erreicht, weshalb Prenyltransferase-

Inhibitoren die bessere Alternative zur Hemmung von Proteinprenylierungen sind*.

Mit den Bisphosphonaten nimmt eine weitere grofie Wirkstoffgruppe Einfluss auf den
Prasqualen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese. Die stickstoffhaltigen Bisphosphonate
(Alendronsaure, Ibandronsaure), auch als ,,Bisphosphonate der 2. Generation” bezeichnet,
stellen eine wichtige Saule in der Therapie der Osteoporose dar. Sie hemmen vor allem die
Farnesylpyrophosphat-Synthase’38, in gewissem Ausmafi auch die Isopentenyl-
pyrophosphat-Isomerase®. Der fiir die Bisphosphonat-Wirkung ausschlagende Effekt ist
jedoch nicht die Senkung des Cholesterolspiegels, sondern die Hemmung der
Geranylgeranylierung von Proteinen (Rho, Rac, Cdc 42)%041, Dies erfolgt indirekt durch die
Hemmung der FPP-Synthase, wodurch nicht mehr geniigend Geranylgeranyl-
pyrophosphat fiir die Proteinmodifikationen gebildet werden kann. Zwar sind einige
Bisphosphonate gleichzeitig auch direkte Geranylgeranyltransferase Inhibitoren, jedoch ist

die Hemmung nur schwach im Vergleich zu ihrer Haupthemmung der FPP-Synthase®.
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Doch nicht nur in gesunden und in Krebs-Zellen finden Proteinprenylierungen statt; auch
Viren nutzen Prenylierungen. Das Hepatitis-D-Virus (HDV) lasst sich von der befallenen
Wirtszelle das virale , Large Delta Antigen” (LHDAg) farnesylieren, welches notwendig
ist, um neue Viruspartikel zu bilden®. Ausgehend von diesem Ansatz infizierten Bordier
et al. Hepatozyten mit HDV und gaben gleichzeitig den Farnesyltransferase Hemmer FTI-
277 (Abbildung 1.6) hinzu. Das Resultat war eine Hemmung der Viruspartikelproduktion
und eine Reduzierung der Gesamt-Virusmenge*. 2015 bewies eine Phase 2-Studie von
Koh et al. eine signifikante Reduktion der Viruslast am Menschen nach Gabe FT-Inhibitors
Lonafarnib (Abbildung 1.5)%*. Park et al. fanden heraus, dass die Vermehrung von
Hepatitis-C-Viren (HCV) abhéngig von Farnesyltransferasen ist. Auch hier beeintrachtigte
ein siRNA-vermittelter Knock-Down des FT-Gens (FDFT1) die Fahigkeit der Viren, sich
innerhalb der Wirtszelle zu replizieren und der Einsatz des FT-Inhibitors YM-53601

(Abbildung 1.6) verhinderte die Produktion weiterer Viren innerhalb von Zellen“.

Nﬁif o5
Hs/\ﬂz\u O - : -

FTI-277 YM-53601

Abbildung 1.6 Strukturformel des Farnesyltransferase-Inhibitors FTI-277 und des Squalensynthase-
Inhibitors YM-53601

Bei der Chagas-Krankheit befallt der einzellige Parasit Trypanosoma cruzi tiber den Biss der
Raubwanze den Menschen. Unbehandelt kann die Chagas-Krankheit bei bis zu 10 % der
Betroffenen todlich enden. 2004 setzten Urbina et al. erfolgreich die beiden
Squalensynthase-Inhibitoren E5700 und ER-119884 (Abbildung 1.7) gegen den Parasiten in
vitro und in vivo ein¥. Es folgten weitere Studien von Sealey-Cardona et al. (2007)* und
Shang et al. (2014)* zur Entwicklung selektiver Inhibitoren der Squalensynthase von T.
cruzi, um bei einer Therapie keine Nebenwirkungen durch unselektive Hemmung an der

Wirts-SQS zu verursachen.

10



Einleitung

HO
~ OCH,
Hacoll'C}\l N (/o N
® ®
Z G
OH
\\ OH %
N
E5700 ER-119884

Abbildung 1.7 Strukturformeln der Squalensynthase-Inhibitoren E5700 und ER-119884

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der Pra-Squalen-Abschnitt der
Cholesterolbiosynthese im Zusammenhang mit verschiedensten Erkrankungen
pharmakologisch hochst interessant ist. Es lohnt sich daher, Bemiihungen in die
Entwicklung  neuer, selektiver —und  starker Inhibitoren zu investieren.
Grundvoraussetzung fiir eine effektive Wirkstoffentwicklung ist natiirlich, dass
aussagekraftige Assays zur Charakterisierung neuer Wirkstoffkandidaten zur Verfiigung

stehen.

1.4 Bisherige Assays auf Squalensynthase-Inhibition

Um Inhibitoren zu entwickeln, wird ein Testsystem benotigt, mit welchem festgestellt
werden kann, welches Enzym wie stark gehemmt wird. Fiir diese Testsysteme gibt es zwei
grundlegende Ansitze: Man kann entweder die interessierenden Enzyme isolieren und in
vitro die Inhibition durch die Testsubstanzen messen, oder man analysiert die Inhibition
in metabolisch aktiven, lebenden Organismen. Im letzteren Fall konnen entweder
Zellkulturen oder lebende Tiere verwendet werden (in vivo). Tierversuche werden
aufgrund ihrer Kosten, des Aufwandes fiir ihre Genehmigung und aus ethischen Griinden
in der Forschung jedoch nur in fortgeschrittenen Studien verwendet. Erst wenn ein
Inhibitor bereits identifiziert und erste toxikologische und pharmakokinetische Daten
bekannt sind, macht es Sinn, das jeweilige Molekiil einem Versuch an hoheren lebenden

Wesen zu unterziehen.

Den ersten enzymatischen Test auf Inhibition der Squalensynthase haben 1988 C. D.

Poulter et al. entwickelt®. Hierbei wurde statt des isolierten Enzyms ein Mikrosomen-
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Extrakt verwendet, welcher mit “C-Farnesylpyrophosphat und den potentiellen Inhibitor
inkubiert =~ wurde.  Anschliefend wurde das  Metabolitengemisch  mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt und die Farnesol- und Squalen-Banden mit
einem Szintallationszédhler vermessen. Uber das Verhiltnis der Menge von enzymatisch
produziertem Squalen zu seinem Prakursor Farnesol kann das Ausmafs der Inhibition der
Squalensynthase quantifiziert werden. 1993 entwickelte Zhang einen enzymatischen
Assay zur Detektion der Inhibition der Geranylgeranylsynthase und der Squalensynthase,
welcher erstmals ohne radioaktive Isotope auskam?®. Zur Detektion der Isoprenoide
wurde dafiir die LC-MS verwendet. Allerdings musste jedes Enzym einzeln gemessen
werden, wodurch die Identifizierung des Zielenzyms bei unbekannten Inhibitoren

mithsam wird.

Die Inhibitorwirkung mithilfe des isolierten Enzyms zu charakterisieren, hat Vor- und
Nachteile. Versuche an isolierten Enzymen zeigen zuverldssig eine Inhibition des
Zielenzyms an, unabhdngig von anderen Einflissen wie Membrangingigkeit der
Testsubstanz, Stoffwechsel der Zelle oder simultane Hemmung anderer Enzyme. Sobald
ein Inhibitor das Enzym kompetitiv oder irreversibel hemmt, sinkt die Umsetzung zum
Produkt der enzymatischen Reaktion im Vergleich zur Kontrolle ab. Im Gegenzug lassen
sich diese Ergebnisse nicht immer problemlos auf lebende Organismen {iibertragen. Es
besteht die Moglichkeit, dass der Inhibitor zu schnell verstoffwechselt wird, gar nicht erst
durch die Zellmembran zum Zielenzym gelangt oder zu toxisch fiir die Zellen oder das
Lebewesen ist. Die gemessenen Werte sind fiir das analysierte Enzym zwar korrekt,

therapeutisch aber oft irrelevant.

Bei zelluliren und in-vivo Testsystemen gibt es eine Reihe dieser Nachteile nicht.
Potentielle Inhibitoren werden direkt auf die Zellen gegeben und eine Inhibition kann nur
gemessen werden, wenn die Molekiile in der Lage sind, die Zellmembran zu
durchdringen und innerhalb der Zellen an den Zielort zu gelangen. Auch erste
Informationen iiber die Toxizitdt lassen sich durch Beobachtung des Zellwachstums (bzw.
dessen Beeintrachtigung) gewinnen. Ein weiterer Vorteil ist, dass sich durch geeignete
Analytik die Hemmung mehrerer Enzyme simultan analysieren lasst. Durch solche Multi-
enzym-Assays konnen unbekannte und nicht-spezifische Inhibitoren schneller und
umfassender charakterisiert werden. So kann auch vermieden werden, dass Substanzen
als Inhibitoren eines bestimmten Enzyms publiziert (und von anderen Forschern im guten
Glauben verwendet) werden, obwohl sie in Wirklichkeit mehrere Enzyme des

interessierenden Stoffwechselweges hemmen. Der Nachteil eines solchen Assays ist, dass
12
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bei Substanzen, die mehrere Enzyme eines Stoffwechselweges hemmen, haufig nur der
Effekt auf das erste dieser Enzyme zu beobachten ist, weil durch diese Hemmung die
Substrate fiir die spateren Targetenzyme entzogen werden. Ein weiterer Nachteil ist, dass
bei einem negativen Ergebnis nicht klar ist, weshalb keine Aktivitat zu beobachten war.
Wenn das Molekiil eigentlich das Zielenzym hemmen konnte, dort aber aus
pharmakokinetischen Griinden nicht angelangt, zeigt das zelluldre Testsystem ebenfalls
keinen Treffer an — auch wenn das Molekiil das isolierte Enzym durchaus hemmt und

durch leichte Abwandlung in seiner Struktur interessant werden konnte.

Den ersten in vivo Assay fiir den Pra-Squalen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese
entwickelten 1988 E. Bruenger und H. C. Rilling®. Sie quantifizierten IPP und FPP in
Mausen, indem sie die Isoprenoide aus Leberextrakten der Mause mittels
Festphasenextraktion (SPE) isolierten und aufreinigten. Die Detektion durch einen
Szintallationszdhler erfolgte nach enzymatischer Kopplung von radioaktiven Substraten
an die isolierten Isoprenoide. Einen dhnlichen Assay publizierten F. McTaggart et al.
1996%. Hierbei wurde untersucht, welchen Einfluss die Squalensynthase Inhibitoren 3-
(Biphenyl-4-yl)quinuclidin und  3-(Biphenyl-4-yl)-3-hydroxyquinuclidin = auf die
Isoprenoidspiegel von Isopentenylpyrophosphat, Geranylpyrophosphat,
Farnesylpyrophosphat und Geranylgeranyl-pyrophosphat in Mauseleber hat. Es wurde
radioisotopenmarkiertes Mevalonat an die Mause verfiittert und die Isoprenoide nach
Aufarbeitung mit einem Szintallationszahler quantifiziert. Ebenfalls 1996 entwickelte R. K.
Keller den ersten Assay zur Quantifizierung von Farnesylpyrophosphat und
Geranylgeranylpyrophosphat, welcher ohne Einsatz von radioaktiven Isotopen und
Szintallationszahler auskommt, sondern stattdessen HPLC-UV verwendet®*. Nachteil
dieser Methode ist, dass immer noch mit Mauseleber gearbeitet wird und somit mit jedem
Experiment lebende Méduse in einem Tierversuch eingesetzt werden. 2003 analysierte L.
Song den Farnesylpyrophosphatgehalt in einem zelluldren Testsystem genmodifizierter
Hefezellen mittels GC-MS%. 2008 publizierten Hennemann et al. einen Assay basierend
auf HepG2 Zellen, welcher acht verschiedene Intermediate des Mevalonat- und
Isoprenoid-Stoffwechsels abdeckt®. Da die Detektion mittels LC-MS erfolgte, mussten die
verschiedenen Phosphatester nicht gespalten werden und konnten direkt analysiert
werden. Eine besondere Erwadhnung verdient der Farnesylpyrophosphat- und
Geranylgeranylpyrophosphat-Assay von Tong aus dem Jahr 2005%. Dies ist der erste
zelluldre Assay, welcher in der Lage ist, die Isoprenoide FPP und GGPP in ihren sehr

niedrigen physiologischen, nicht-akkumulierten Konzentrationen zu detektieren. Durch
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Einsatz von Prenyltransferasen werden die beiden Isoprenoide auf fluoreszenzmarkierte
Polypetide tibertragen, mittels HPLC getrennt und mit einem gekoppelten

Fluoreszenzdetektor analysiert.
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2 Themenstellung

Die Cholesterolbiosynthese und ihre Inhibitoren spielten im Arbeitskreis Bracher schon
lange eine grofse Rolle. Auf der einen Seite wurden viele verschiedene, selektive
Inhibitoren fiir den Postsqualen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese synthetisiert, unter
anderem MGI-39, der erste selektive Inhibitor der Lathosteroloxidase®. Auf der anderen
Seite wurde ein geeignetes Testsystem entwickelt, um neu synthetisierte Molekiile auf ihre
Wirkung auf die Cholesterolbiosynthese zu erforschen®. Dieser zelluldre Assay basiert auf
HL-60 Zellen (humane Leukadmiezellen) und der Analyse der durch den Inhibitor
verursachten Anderung im Sterolmuster der Zellen (Akkumulation spezieller
Intermediate der Cholesterolbiosynthese mittels GC-MS). Zur Probenaufarbeitung dient
vor allem eine Fliissig-Fliissig-Extraktion und eine dispersive Festphasenextraktion
(dSPE). Je nach Art und Menge des/der akkumulierten Metaboliten kann man auf das
gehemmte Enzym (bzw. mehrere Enzyme) schliefien, da sich im Idealfall jeweils das
Substrat des entsprechenden Enzyms akkumuliert. Um die Hemmung zu quantifizieren,
wird ein ICs-Wert bezogen auf den Gesamt-Cholesterolgehalt berechnet. Dazu werden
die Zellen mit isotopenmarkiertem, nicht radioaktivem Acetat (3C-Acetat) gefiittert. Wenn
die Zellen nach 24 h geerntet werden, ist eine gewisse Menge an isotopenmarkierten
Cholesterol entstanden. Falls zusdtzlich ein Hemmstoff eines Enzyms der
Cholesterolbiosynthese dazugegeben wurde, sinkt die Menge an isotopenmarkierten, also
neu synthetisierten Cholesterol ab und je stirker diese Konzentration absinkt, desto
starker ist auch der Inhibitor. Dieser Aufwand ist deshalb nétig, weil Cholesterol als
essentieller Bestandteil der Zellmembran auch schon vor der Inkubation mit dem Inhibitor
im Zellextrakt zu finden ist. Dieser Assay erfasst aber nur Enzyme des Post-Squalen-

Abschnitts der Cholesterolbiosynthese.

Bei Substanzen aus der Dissertation von Annette Wolfgardt, die als Inhibitoren der
Oxidosqualencyclase (OSC) geplant waren, ergaben sich jedoch aufféllige Unterschiede
zwischen den Ergebnissen aus Testungen in dem beschriebenen zelluldren Assay und in
einem enzymatischen Assay (Tabelle 2.1). Auf der einen Seite zeigten die besten
Substanzen eine sehr starke Hemmung der Gesamt-Cholesterolbiosynthese mit ICso-
Werten zwischen 0,011 - 0,172 uM. Als einzig gehemmtes Enzym des Post-Squalen-
Abschnitts der Cholesterolbiosynthese wurde in dem zelluldiren Assay die
Oxidosqualencyclase (OSC) identifiziert. In einer Kooperation mit Prof. Balliano

(Universitat Turin, Italien) wurden zusédtzlich die Substanzen in einem enzymatischen
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Testsystem an der isolierten OSC getestet. Dabei wurde ein Zellhomogenisat aus
Hefezellen, welche die humane OSC exprimieren, und radiomarkiertes 2,3-Oxidosqualen
als Substrat verwendet. Dieser Assay erfasst also ausschliefilich die Wirkung der

Substanzen auf das Enzym OSC.

Die Testung am isolierten Enzym liefert normalerweise ,wahre” Werte, weil die Substanz
nicht durch die Zellmembran dringen muss und toxische Nebeneffekte oder
Nebenreaktionen keine Rolle spielen. Im zelluldiren Assay des AK Bracher kann ein
selektiver Inhibitor des gleichen Enzyms einen vergleichbaren ICsi-Wert liefern, sofern
die Substanz voll membrangiangig ist und der Hemmeffekt bis auf die
Gesamtbiosyntheserate von Cholesterol durchschldagt. Beispiele hierfiir sind die
Verbindungen AW-152, MK2-64 und MK2-90 aus Tabelle 2.1, die somit als selektive
Inhibitoren der OSC identifiziert waren.

ICs0 im zelluldren Assay ICs0im
et | UM beommt | eomaten
Cholesterolbiosynthese) 0SQ)
AW93 0,011 2,3
AWO98 0,097 2,7
AWI111 0,14 4,22
AW124 0,172 5,01
AW138 0,017 2,5
AW152 0,26 0,51
AW166 0,125 1,25
MK2-44 0,68 5,28
MK2-64 1,1 2,06
MK2-86 0,37 10
MK?2-87 2,14 2,51
MK2-89 1,32 8,51
MK2-90 1,29 2,06

Tabelle 2.1 Ausgewdihlte OSC-Inhibitoren aus dem AK Bracher und ihre Hemmung der
Cholesterolbiosynthese (im Ganzzell-Assay) bzw. des Enzyms Oxidosqualencyclase (OSC) in vitro.
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Bei den Verbindungen AW93 und AW138 liegt der ICso-Wert im zelluldren Assay jedoch
um den Faktor 209 bzw. 147 niedriger als im enzymatischen Assay an der OSC. Dies ist

sehr ungewdhnlich, da wie oben erwahnt, im zelluldren Assay als einziges Zielenzym die
OSC identifiziert wurde. (Abbildung 2.1).

Faktor Unterschied zwischen Testung an Zellen und Enzym
250
200 ¢
150 ®
100
50
e © o ®
0 o ® o o © o
i}

Abbildung 2.1 Verschiedene OSC-Inhibitoren und der jeweilige Unterschied zwischen dem Ergebnis im
zelluldren- und im enzymatischen Testsystem. Der angegebene Faktor berechnet sich aus dem Quotienten
aus zelluldren 1Cso und enzymatischen 1Cso.

Fiir diese Diskrepanzen gibt es zwei mogliche Erklarungen: Zum einen konnte es sein,
dass die Inhibitoren im Sinne einer zytotoxischen oder zytostatischen Nebenwirkung das
Wachstum der HL-60 Zellen gebremst haben. Da pro Experiment 1 Million Zellen
ausgesat werden, welche stets gleiche Mengen an Cholesterol synthetisieren, wiirde eine
Reduktion der Zellzahl auch ohne Biosynthese-Hemmung einen verminderten Gehalt an
neu-synthetisiertem Cholesterol zur Folge haben. Eine Substanz, die das Enzym
Oxidosqualencyclase hemmt, aber schon in einer niedrigeren Konzentration toxisch auf
die Zellen wirkt, wiirde ein dhnliches Verhalten zeigen wie AW93 und AW138. Allerdings
werden in dem =zelluliren Assay des Arbeitskreises Bracher alle gemessenen
Konzentrationen tiber die Proteinmenge am Ende des Versuches korrigiert. Daher ist es
unwahrscheinlich, dass eine eventuelle Toxizitit der jeweiligen Inhibitoren die

Diskrepanzen zwischen den Testsystemen verursacht hat.
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Die andere, plausiblere Mdglichkeit ist, dass die beiden Substanzen AW93 und AW138
zusatzlich zur OSC und mit dem Faktor >100 hoherer Potenz auch noch ein weiteres
Enzym (oder mehrere) der Cholesterolbiosynthese hemmen. Das wiirde erklaren warum
der Cholesterolgehalt sinkt, obwohl die Konzentration noch gar nicht fiir eine OSC-
Hemmung ausreicht. Dieses unbekannte Enzym muss sich im Pra-Squalen-Abschnitt der
Cholesterolbiosynthese befinden, da der bisherige Assay nur kompletten Postsqualen-
Abschnitt abdeckt und fiir den Pra-Squalen-Abschnitt ,, blind“ ist.

Um das Targetenzym dieser hoch potenten Cholesterolbiosynthese-Inhibitoren zu
identifizieren, wurde somit ein neues Testsystem benétigt, welches moglichst viele

Enzyme des Pra-Squalen-Abschnittes der Cholesterolbiosynthese abdeckt.

Ein derartiges Testsystem zu entwickeln war das Ziel dieser Doktorarbeit. Dabei sollte das
wichtigste Zielenzym zunéchst die Squalensynthase (5QS) sein, das letzte Enzym des Pra-
Squalen-Abschnitts, welche zwei Einheiten Farnesylpyrophosphat zu Squalen umwandelt.
Bei Erfolg sollte der Assay ,upstream” auf weitere Enzyme ausgeweitet werden. Wenn
moglich, sollte das Instrumentarium des schon etablierten, auf GC-MS basierende
Testsystems (auf Inhibtoren des Post-Squalen-Abschnitts) verwendet und modifiziert
werden, sodass im besten Fall beide Testsysteme parallel genutzt oder sogar vereinigt

werden konnen.

Abschliefend sollte der Assay zur Testung verschiedener Testsubstanzen des
Arbeitskreises Bracher angewendet werden, inklusive der oben beschriebenen Inhibitoren

von Annette Wolfgardt.

Der Plan fiir den neuen SQS-Assay

Variante A: Messung des Absinkens des Gehaltes an neugebildetem Squalen nach SQS-

Hemmung

Grundsatzlich gibt es zwei Moglichkeiten, die Hemmung eines Enzyms zu quantifizierten.
Entweder misst man nach Inkubation mit dem Inhibitor die Akkumulation des Substrats
oder man misst die Abnahme der Menge an Produkt der Enzymreaktion (bei der SQS
ware dies Squalen, siehe Abbildung 2.2). Ist das Produkt der enzymatischen Umsetzung

allerdings ein Intermediat einer langeren Biosynthese (und das ist bei der SQS der Fall!),
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so wird dieses Produkt typischerweise vom nachsten Enzym ,downstream” schnell (und
meist auch praktisch quantitativ) zu Folgemetaboliten umgesetzt. Die Quantifizierung

derartiger Intermediate stellt somit eine grofSe Herausforderung dar.

Acetyl-CoA |$ Farnesyl- [—=_> Squal > Squalenepoxid |$Cholesterol
Y I$ pyrophosphat . qualen [ 4 P $ LJ$>

SQS- Squalenepoxidase-
Inhibitor Inhibitor
V|

Abbildung 2.2 Prinzip des geplanten SQS-Assays nach Variante A

Falls die Menge an natiirlich gebildeten bzw. nach Inkubation mit einem SQS-Inhibitor
akkumulierendem Squalen innerhalb der Zellen nicht ausreicht, um ein ausreichendes
Signal in der GC-MS zu verursachen, kann optional ein Squalenepoxidase-Inhibitor
zusatzlich verwendet werden. Durch die (idealerweise quantitative) Blockade dieses
Enzyms, welches Squalen in Squalenepoxid umwandelt, steigt der Squalengehalt in der
Zelle und somit das Signal in der GC-MS stark an. Falls dann zusétzlich die zu testende
Substanz die Squalensynthase hemmt, sinkt die Konzentration des Squalens wieder ab.
Problematisch ist, dass theoretisch jede Hemmung eines beliebigen Enzyms in der
Cholesterolbiosynthese (vor der Squalensynthase) diese Reduktion an akkumuliertem
Squalen verursachen konnte. Eine Losung dieses Problems bietet die Verwendung von
isotopenmarkiertem Farnesol. Durch Verfiittern dieses isotopenmarkierten Substrats der
SQS lasst sich gezielt der Effekt des Inhibitors auf die Squalensynthase untersuchen. Denn
nur wenn der Gehalt an isotopenmarkiertem Squalen, welches nur aus
isotopenmarkiertem Farnesol entstehen kann, abnimmt, ist das Enzym Squalensynthase
von der Hemmung betroffen. Falls der Gesamt-Squalengehalt abnimmt, die Menge an
markierten Squalen aber gleich bleibt, wurde hingegen die Cholesterolbiosynthese in
einem der Schritte vor der Squalensynthase gehemmt. Auf diese Weise sollte sich durch
die Verwendung von isotopenmarkiertem Farnesol und einem Squalenepoxidase-Inhibitor
ein zelluldres Testsystem konstruieren lassen, welches Hemmwirkungen auf die

Squalensynthase anzeigen kann.
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Variante B: Messung der Akkumulation von Farnesol nach SQS-Hemmung

Eine andere Herangehensweise entspricht dem Vorgehen zur qualitativen Bestimmung
der Hemmwirkung und Identifizierung des Zielenzyms im bisherigen Assay. Statt iiber
das Absinken der Produkt-Konzentration wird die Enzymhemmung tiber den Anstieg der
Substrat-Konzentration charakterisiert. Ubertragen auf den anvisierten Squalensynthase-
Assay steigt die intrazelluldare Konzentration von Farnesylpyrophosphat an, wenn die

Squalensynthase durch einen Inhibitor gehemmt wird (Abbildung 2.3).

H SQS-Inhibitor

Acetyl-CoA |$ |$|$ Farnesyl- |::> Squalen |:> Squalenepoxid |$ |$|$ Cholesterol

pyrophosphat

Abbildung 2.3 Prinzip des geplanten SQS-Assays nach Variante B

Positiver Nebeneffekt dieses Assays sollte sein, dass sich zusétzlich eine Quantifizierung
der Hemmwirkung iiber die Messung der Abnahme an neu gebildeten Cholesterols
durchfiihren lassen sollte (dies ist bei Variante B nicht moglich, da schon der zusiatzlich

einzusetzende Squalenepoxidase-Inhibitor zu einer Absenkung des Cholesterolspiegels
fiihrt).

Mit diesem Assay sollten sich (wie auch mit dem etablierten Assay) mehrere Enzyme auf
einmal untersuchen und unter Umstanden simultane Hemmungen an unterschiedlichen

Enzymen registrieren lassen.

Eine Herausforderung bei diesem Assay ist, dass der zu vermessende Analyt

Farnesylpyrophosphat nicht direkt mittels GC-MS zu vermessen ist.

Daher wurde zundchst der Entwicklung des SQS-Assays nach Variante A Vorrang
gegeben, falls grofsere Probleme auftreten sollten, konnte auf Variante B umgeschwenkt

werden.
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3 Methodenentwicklung

3.1 Variante A: Bestimmung der Hemmung der Produktion von Squalen

Zur Entwicklung eines Squalensynthase-Assays basierend auf Variante A wird
isotopenmarkiertes Farnesol benotigt. Ohne entsprechendes Substrat der Squalensynthase
liefert der Assay kein selektives Ergebnis, sondern lediglich die grundsatzliche Aussage,
dass eine Hemmung vor der Squalenepoxidase stattgefunden hat. Ein haufig verwendetes
Substrat fiir diesen Zweck ist Farnesol-de. Es enthdlt geniigend Deuterium, um eine
ausreichende Massenverschiebung gegeniiber undeuteriertem Farnesol zu verursachen.
Weiterhin kann es wesentlich leichter die Zellmembran passieren als seine
phosphorylierte Variante. Zwar wird von dem Zielenzym innerhalb der Zelle, der
Squalensynthase, nur zweifach phosphoryliertes Farnesol verarbeitet, aber mehrere
Arbeiten konnten bereits zeigen, dass das freie Farnesol durch intrazelluldre Kinasen in
Farnesylpyrophosphat umgewandelt werden kann®¢62, Das benétigte Farnesol-ds wurde

aus Farnesol synthetisiert, da es nicht kauflich erwerbbar war.

3.1.1 Synthese von Farnesol-ds

Die Darstellung von Farnesol-ds (8) orientierte sich an der Arbeit von J. S. de Ropp und F.
A. Troy, welche bereits 1984 Geraniol und Farnesol in die jeweiligen Deuterium-
markierten Verbindungen umwandelten®. Nach der dort beschriebenen Strategie wird
zuerst die distale Doppelbindung oxidativ gespalten und dann der resultierende Aldehyd
in einer Wittig-Reaktion mit einem isotopenmarkierten Isopropyl-Baustein wieder

verkniipft, so dass der deuterierte Naturstoff resultiert (Abbildung 3.1).
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™ NS Farnesol
OH

proxygenierung und oxidative Spaltung

Farnesol-dg (8)
D;C OH

Abbildung 3.1 Syntheseschema zur Darstellung von sechsfach deuterierten Farnesol (8) nach J. S. Ropp und
F. A. Troy

Fiir die tatsachlich hier durchgefiihrte Synthese wurden jedoch teils modernere
Synthesemethoden fiir einzelne Schritte verwendet. Ausgangsstoff fiir die Synthese ist
Farnesol, welches als Isomerengemisch kommerziell erhaltlich ist. Zwar kommt im
menschlichen Korper nur EE-Farnesol vor, jedoch sollten die anderen
Doppelbindungsisomere die spateren Untersuchungen kaum storen, da sie auch keine
negativen Wirkungen auf die Zellen haben®. Da isomerenreines Farnesol wesentlich
teurer ist als das Isomerengemisch, wurde zuerst das Isomerengemisch fiir die Synthese

und die ersten biologischen Tests verwendet.

Die ersten Schritte der Ds-Farnesol Darstellung bis zum Zwischenprodukt 9-(3,3-
Dimethyloxiran-2-yl)-2,7-dimethylnona-2,6-dien-1-ylacetat (4) wurden nach R. P. Hanzlik
durchgefiihrt®® (Abbildung 3.2). Zuerst wird eine Acetat-Schutzgruppe eingefiihrt (2).
Anschlieffend wird eine selektive Bromhydrinierung an der distalen Doppelbindung
durchgefiihrt (3) und durch Behandlung mit einer Base ein Epoxid gebildet (4). Durch die
hierfiir verwendete methanolische Kaliumcarbonat-Losung wird aber auch die Acetat-
Schutzgruppe abgespalten, so dass diese durch Umsetzung mit Acetanhydrid/Pyridin
wieder angefiigt werden muss (5). Im nachsten Schritt wird nach einer Methode von
Labadie®® der Epoxid-Ring durch Periodsdure oxidativ gedffnet und es entsteht der
Aldehyd 6. SchliefSlich wird der miihevoll abgespaltene Isopropenyl-Rest durch eine
Wittig-Reaktion wieder angefligt, nur dieses Mal in einer deuterierten Variante. Als

Vorschrift diente eine Methode von Comeskey et al. aus dem Jahr 2006%”. Zwar verwendet
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Comeskey Geraniol statt Farnesol als Edukt, aber die Strukturunterschiede sind so gering,

dass sich die Vorschrift erfolgreich tibertragen liefs. Das Wittig-Reagenz fiir die Reaktion

OH

Acetanhydrid,
Pyridin, RT, 6 h

O

2 X X \OJ\

NBS, t-BuOH,
H,0,RT, 1h

(0]

3 N \OJ\

HO
Br

K,CO,,
MeOH, RT, 12h

4 /’Wl\/\/l\/\OH

(0]

Acetanhydrid,
Pyridin, RT, 6 h

> /’y\/K/\/K/\oj\

O
H5I06,
THF, Diethylether,
RT,2h

CD;

Buli, 0°C, 1,5 h

CD;

Dic” A N"on

Abbildung 3.2 Synthese von Farnesol-ds (8)
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wurde in situ durch Deprotonierung des Phosphoniumsalzes 7 hergestellt, anschliefsend
kommt es zu einer Ubertragung des Isopropenyl-ds Restes auf 6 und es entsteht die
Zielverbindung 8. Wegen des Einsatzes eines grofien Uberschusses an Butyllithium fiir die
Herstellung des Ylids wird die Acetat-Schutzgruppe komplett abgespalten. Kleinere
Mengen Butyllithium erbrachten geringere bis keine Ausbeuten. Da die Schutzgruppe

aber sowieso abgespalten werden muss, ist dieser Nebeneffekt eher positiv.

Fiir die Synthese des deuterierten Phosphoniumsalzes 7 aus Dr-Isopropyliodid wurden
mehrere Varianten mit verschiedenen Losungsmitteln getestet (Tabelle 3.1). Die hochste
Ausbeute liefs sich mit der Methode nach S. Takami et al. erreichen (85 %)%. Daher wurde
diese Variante fiir die Darstellung des Wittig-Reagenzes ausgewdhlt, trotz der langen
Reaktionsdauer (Abbildung 3.3).

Vorschrift Losungsmittel | Reaktionszeit Ausbeute (%)
De Ropp et al. 1984 6 Xylol 16 h 21
Comeskey etal. 2006 & Schmelze 3,5h 0
Nakasharaetal. 2009 ¢ Toluol 24 h 8
Takami et al. 2013 68 Acetonitril 5d 67

Tabelle 3.1 Uberblick der getesteten Ansitze zur Synthese des Phosphoniumsalzes 7

CcD, CDj
ACN, Rickfluss, 5d
— - OO

D,-Isopropyliodid

Triphenylphosphan

Abbildung 3.3 Synthese des Wittig-Reagenzes
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3.1.2 Auswahl geeigneter Inhibitoren fiir die biologischen Tests

Um herauszufinden, ob ein Testsystem funktioniert und es anschliefend weiter zu
optimieren sind Referenzinhibitoren unverzichtbar. Fiir die ersten Tests wurden zwei
publizierte Inhibitoren ausgewadhlt: Saragossasdure A (auch Squalestatin S1 genannt) und
Chlorogensaure (Abbildung 3.4).

HO
HO N\ 0
o]
HOOC OH
OH OH
Saragossasdure A Chlorogensaure

Abbildung 3.4 Strukturen der beiden Squalensynthase-Inhibitoren Saragossasiure A und Chlorogensiure

Saragossasdure A ist der mit Abstand am meisten genutzte Inhibitor der Squalensynthase.
Er wurde in den Jahren 1991 und 1992 nahezu gleichzeitig von 3 Forschergruppen
entdeckt: Zum einen von der Firma Merck, welche mehrere Saragossasauren aus einem
Pilz, welcher in der spanischen Provinz Saragossa gefunden wurde, extrahierten”, ferner
von der Firma Glaxo” und einer Kooperation der Firma Mitsubishi Kasei mit Akiro Kendo
(Tokio Noko Universitit)”?, die jeweils eine Gruppe von Substanzen in den Pilzarten
Phoma sp.C2932 bzw. Setospheraeria khartoumensis fanden, welche sie nach ihrer
biologischen Wirkung Squalestatine nannten. Auch wenn beide Bezeichnungen gangig
sind, wird in dieser Arbeit der Name Saragossasaure A verwendet. Der Wirkmechanismus
ist eine zunadchst kompetitive Hemmung durch Verdrangung von FPP mit anschlieflender
irreversibler Bindung an das Enzym, moglicherweise in Form einer Michael-Addition an
den a,p-ungesattigten Ester der Acyl-Seitenkette”. Der ICs-Wert betragt am isolierten
Enzym 0,5nM und an Hep G2 Zellen 6 uM, bezogen auf die resultierende Cholesterol-

Senkung”*7,

Chlorogensaure ist ein bekanntes Molekiil innerhalb der pharmazeutischen Biologie. Der
Ester aus Kaffeesdaure und Chinasaure lasst sich als Naturstoff in viele Pflanzen finden,

bekannte Quellen sind: Kaffeepflanze, Johanniskraut, Weifitanne, Weifidorn, Roter
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Sonnenhut, Kartoffel und Brennessel’>7677. Im Jahr 2007 fanden Choi et al. heraus, dass
eine Substanz aus Prunus mume (japanische Aprikose) die Squalensynthase hemmt
(ICo=100nM am isoliertem Enzym) wund identifizierten diese Substanz als
Chlorogensaure”™. In einer anderen Publikation von Delcy et al. wird berichtet, dass
Chlorogensaure neben anderen Wirkungen in der Lage ist den Gesamtcholesterolspiegel
zu senken, was ebenso auf eine inhibitorische Wirkung innerhalb der
Cholesterolbiosynthese hinweist”. Im Gegensatz zur Saragossasaure A gibt es allerdings
keine weiteren Erfahrungen zur Wirkung der Chlorogensdure als Squalensynthase-
Hemmer und ob eventuell auch noch andere Enzyme beeinflusst werden. Wegen ihrer
giinstigen Anschaffungskosten (Faktor 800 giinstiger als Saragossasaure A, Sigma Aldrich)
wurde dennoch entschieden die Chlorogensdure zusatzlich mit zu testen. Falls sich
herausstellen sollte, dass die Chlorogensaure dhnlich wie der Referenzinhibitor selektiv
und in niedrigen Konzentrationen die Squalensynthase hemmt, hitte man eine giinstigere

Alternative zur Saragossasaure A (613 € pro 5 mg, Sigma Aldrich).

Als Inhibitor fiir die Squalenepoxidase, der zur Akkumulation von Squalen dient (siehe
Kapitel 2 Themenstellung), wurde NB-598 ausgewdhlt (Abbildung 3.5). Der kompetitive

Inhibitor hat einen ICs-Wert von 4,4 nM und hat sich bereits als zellgangig erwiesen®.

CHy

I/CH3 CH,
O/O\/N ~7Z =

NB-598

Abbildung 3.5 Strukturformel des Squalenepoxidase-Inhibitors NB-598
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3.1.3 Tests mit SQS-Inhibitor

Mit diesen Inhibitoren wurden verschiedene Versuche an HL-60 Zellen durchgefiihrt.
Zuerst wurde untersucht, ob sich durch Inkubation mit dem Squalenepoxidase-Inhibitor
NB-598 Squalen akkumulieren ldsst. Als analytische Methode wurde hierbei von der
urspriinglichen, bereits etablierten Methode des Cholesterolbiosynthese-Assays
ausgegangen®. Squalen liefs sich ohnehin bereits mit dieser Methode analysieren und die
Fahigkeit Farnesol bzw. Farnesyl-TMS zu messen konnte in ersten, eigenen Versuchen
rasch bestitigt werden. Eine Anderung der GC-MS Methode war dazu nicht notwendig,
samtliche Methodenparameter wurden von der Methode nach Giera tibernommen. Ein
Uberblick iiber die notwendigen Schritte zur Aufarbeitung liefert Abbildung 3.6. Eine
genaue Beschreibung der Arbeitsgange ist in Kapitel 6.1 aufgefiihrt. Im Laufe der Arbeit
wird diese schematische Ubersicht &fter verwendet werden, um die Weiterentwicklung
der Methode im Laufe der Doktorarbeit darzustellen. Die jeweiligen Anderungen werden

dort gelb gekennzeichnet und jeweils kommentiert.

N

¢ Abzentrifugation und Waschen der Zellen

e Zelllyse in NaOH (1M)

e Flussig-Flussig Extraktion (MTBE)

e Derivatisierung (MSTFA)

* GC-MS

Abbildung 3.6 Schema der Aufarbeitung der urspriinglichen Methode nach Giera® zur Analyse von
Intermediaten der Cholesterolbiosynthese (Vorschrift: siehe Kapitel 6.1)

In ersten Versuchen konnte durch Inkubation mit NB-598 eine Akkumulation von Squalen
problemlos erzielt werden und auch der gleichzeitig beobachtete sinkende Gehalt von
neugebildeten Cholesterol in den Zellen steht im Einklang mit einer erfolgreichen

Hemmung der Squalensynthase (Abbildung 3.7). In einem weiteren Experiment wurde
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mithilfe einer Konzentrationsreihe der ICs-Wert von NB-598, bezogen auf die Fahigkeit
die Cholesterolbiosynthese zu hemmen, berechnet (Abbildung 3.8). Der experimentell
bestimmte Wert von 4,2nM weicht nur geringfiigig von dem Literaturwert eines
enzymatischen Assays 0,75 nM® (ermittelt am isolierten Enzym Squalenepoxidase) ab,
was auf eine exzellente Zellmembrandurchlassigkeit hinweist. Gleichzeitig mit der
Abnahme von neugebildeten Cholesterol wurde auch die Akkumulation von Squalen in
Abhéangigkeit der Konzentration von NB-598 untersucht (Abbildung 3.9), da dies der
eigentliche gewitinschte Effekt ist. Die Konzentration, bei der die halbmaximale
Squalenkonzentration erreicht wird, ist 5,6 nM — ein Wert der sich nur geringfiigig vom
zellularen ICs-Wert (welcher sich auf die Verringerung des neusynthetisierten
Cholesterols bezieht) unterscheidet. Dies ist auch nicht iiberraschend, da beide Effekte in

Korrelation zur Starke der Squalenepoxidase-Hemmung stehen.

Um eine konstante maximale Akkumulation von Squalen zu erzielen, wurde in allen
folgenden Versuchen, in denen NB-598 eingesetzt wurde, eine Endkonzentration von

30 nM im Medium verwendet.

0,
Gehalt (%) Einfluss von NB-598 auf HL-60 Zellen
120%
m Squalen

100% I Cholesterol

80%

60%

40% I

20%

I
oL
Kontrolle NB 3nM NB 11nM NB 33nM

Abbildung 3.7 Inkubation von HL60 Zellen mit dem Inhibitor NB-598. Blaue Balken stellen den
Squalengehalt dar, bezogen auf die Probe mit dem hochsten Squalengehalt (,NB 33 nM”). Die gelben Balken
zeigen den Gehalt an de-novo-synthetisierten Cholesterol bezogen auf den Cholesterolgehalt der negativ-
Kontrolle ohne Inhibitor. Die Konzentrationen beider Stoffe wurden mittels internem Standard (Cholestan)
berechnet und um die Proteinmenge korrigiert. Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).
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novo-Cholesterolgehalt in Abhdngigkeit von NB-598 Squalengehalt in Abhéngigkeit von NB-598
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Abbildung 3.8  Gehalt an  neugebildeten Abbildung 3.9 Gehalt an Squalen in HL60 Zellen
Cholesterol in HL60 Zellen in Abhingigkeit zu in Abhingigkeit der logarithmierten NB-598-
der  logarithmierten ~ NB-598-Konzentration. Konzentration. 100 %  entspricht dem
100 % entspricht dem Cholesterolgehalt der Squalengehalt der Probe mit der hochsten NB-598
Negativkontrolle (Zellen ohne Inhibitor). ICso = Konzentration.
4,2 nM.

Da es nun moglich war Squalen zuverladssig akkumulieren zu lassen, wurden als nachstes
die beiden Squalensynthase-Inhibitoren Saragossasaure und Chlorogensaure eingesetzt.
Dazu wurden beide Substanzen in verschiedenen Konzentrationen zusammen mit NB-598
auf die Zellen gegeben und nach Aufarbeitung der Zellen der Squalengehalt mittels GC-
MS vermessen. Fiir den Fall, dass ein Inhibitor keine Wirkung zeigt, sollte sich das
Squalen-Signal im Vergleich mit nur mit NB-598 behandelten Zellen kaum verandern. Bei
Hemmung der Squalensynthase sollte der Squalengehalt mit steigender Inhibitor-
Konzentration immer weiter absinken bis die maximale Hemmung erreicht ist. Abbildung
3.10 zeigt das Ergebnis dieses Experiments. Bei einer Konzentration von 20nM
Saragossasdure bzw. 400 nM Chlorogensdure lasst sich eine deutliche Reduktion des
Squalengehalts gegeniiber der Kontrolle nur mit NB-598 beobachten. Dies weist auf eine

erfolgreiche Hemmung der Squalensynthase hin.
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Squalengehalt nach Inkubation mit Saragossasaure und
Squalen (%) Chlorogenséaure

120
100
80
60
40

20
0 —— — ]

Kontrolle NB NB + Saragossasdure NB + Chlorogensaure
20 nM 400 nM

Abbildung 3.10 Einfluss von SQS-Inhibitoren auf den Squalengehalt von HL60-Zellen, welcher durch NB-
598 akkumuliert wurde (NB = NB598, ¢ = 30 nM). Ergebnis bezogen auf die Squalenkonzentration bei
alleiniger Hemmung durch NB598. Fehlerbalken: Standardabweichung (n =3).

In Wahrheit ladsst sich durch eine Reduktion des Squalengehalts aber nicht mit Sicherheit
feststellen, welches Enzym im Prasqualen-Abschnitt der Cholesterolbiosynthese gehemmt
wurde. Auch eine Hemmung eines Enzyms upstream der hier interessierenden
Squalensynthase wiirde in diesem Experiment den gleichen Effekt zeigen. Aufgrund der
bereits publizierten Daten zu den beiden verwendeten SQS-Inhibitoren erscheint es
plausibel, dass in diesem Fall tatsachlich die Squalensynthase gehemmt wurde. Im Falle
von unbekannten Inhibitoren sieht das jedoch anders aus; hier ldasst sich noch keine

genaue Aussage liber das gehemmte Enzym treffen.

Deshalb wurden im néachsten Schritt Zellen mit deuteriertem Farnesol (Farnesol-ds)
versetzt, was zur Produktion von deuteriertem Squalen fiithrt. Das Ziel war zunéachst,
herauszufinden wie hoch Farnesol in Zellen dosiert werden kann, ohne dass die Vitalitat
der Zellen zu stark beeintrachtigt wird. Denn eine hohere Konzentration von deuteriertem
Farnesol bedeutet letztendlich auch eine hohere Konzentration an produziertem,
deuteriertem Squalen. Es stellte sich aber heraus, dass Farnesol-Konzentrationen von tiber
90 nM von den Zellen nicht gut vertragen werden (Abbildung 3.11). Hohere Farnesol-
Konzentrationen fiihrten zum Absinken des Proteingehalts als Maf3 fiir die Vitalitat der
Zellen. Es ist aber notwendig, dass die Zellen den grofiten Teil ihrer Vitalitat behalten, da

nur gesunde und vermehrungsfreudige Zellen {iber eine geniigende Squalen- bzw.
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Cholesterol-Produktion verfiigen. Stattdessen sank der Squalengehalt bei 900 nM Farnesol
sogar auf ein Niveau ab, welches ohne Akkumulation von NB-598 besteht — obwohl NB-
598 sehr wohl eingesetzt wurde. Ein Grund dafiir kénnte sein, dass die HMG-CoA-
Reduktase, ein sehr frithes Enzym der Cholesterolbiosynthese, durch Farnesol gehemmt
wird®. Die hohen Farnesol-Konzentrationen diirften diesen negativen Feedback-
Mechanismus ausgeldst und somit die Produktion von Squalen blockiert haben. Dadurch
leidet letztendlich auch die Produktion von Cholesterol, wodurch das Zellwachstum
negativ beeintrachtigt wird. Durch diesen Mechanismus liefsen sich also die beobachteten,
toxischen Effekte einer zu hohen Farnesol-Konzentration erkldren. Daher wurde als oberes

Limit von Farnesol zur Inkubation eine Konzentration von 90 nM festgesetzt.

, Einfluss von Farnesol auf den Proteingehalt Proteingehalt
Squalen (%) (ng/mL)
100 - 120
90 M Proteingehalt (pg/mL)
80 m Squalen - 100
70 80
60
50 - 60
40
30 - 40
20 - 20
p i
Kontrolle NB + Farn 90nM NB + Farn NB + Farn
450nM 900nM

Abbildung 3.11 Einfluss von deuteriertem Farnesol auf das Zellwachstum iiber die Bestimmung des
Proteingehaltes. Ein sinkender Proteingehalt weist auf eine Beeintrichtigung des Zellwachstums bzw. -
stoffwechsels hin. 100 % Squalen entspricht maximaler Akkumulation. Fehlerbalken: Standardabweichung
(n=3).

Anschlieffend wurden Zellen mit deuteriertem Farnesol und dem Squalenepoxidase-
Inhibitor NB-598 inkubiert und anschlieffend analysiert. Aber obwohl die Zellen
ausreichend gewachsen sind und Squalen akkumuliert ist, konnte kein deuteriertes
Squalen nachgewiesen werden. Auch weitere Versuche, in denen 4 Proben gepoolt und
aufkonzentriert wurden, blieben ohne Erfolg. Doch ohne die Moglichkeit deuteriertes

Squalen zu messen, kann das Testsystem nicht selektiv auf die Squalensynthase testen.
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Daher wurden als ndchstes Anstrengungen unternommen, die Ursache fiir das Fehlen von

deuteriertem Squalen nach der hier beschriebenen Inkubation herauszufinden.

3.1.4 Bestimmung der Aufnahme von Farnesol in HL-60 Zellen

Nachdem das Inkubieren von isotopenmarkierten Substanzen ein weitverbreitetes und
bewahrtes Prinzip ist, kann davon ausgegangen werden, dass die Ursache fiir die im
vorangegangenen Kapitel geschilderten Probleme nicht in einer unterbliebenen
Umsetzung von Farnesol-ds zu deuteriertem Squalen liegt. Mehrere Forschungsarbeiten
machten sich dieses Prinzip innerhalb des Prasqualen-Abschnittes der
Cholesterolbiosynthese bereits erfolgreich zu Nutze>%5. Ein Problem konnte jedoch die
Einschleusung von Farnesol-ds in den Biosyntheseweg sein. Dafiir muss das
isotopenmarkierte Substrat im Wesentlichen zwei Hiirden {iberwinden: 1. Das Passieren
der Zellmembran. 2. Die endogene Pyrophosphorylierung, da nur Farnesylpyrophosphat
von der Squalensynthase als Substrat verwendet wird. Um diese kritischen Schritte zu
tiberpriifen, wurde eine bestimmte Menge Farnesol (undeuteriert) auf die Zellen gegeben
und zu mehreren Zeitpunkten Medium und Zellen auf ihren Farnesolgehalt tiberpriift.
Das gleiche Experiment wurde zusatzlich wéahrend einer Hemmung durch
Chlorogensaure durchgefiihrt (Abbildung 3.12). Auf diese Weise sollte Aufschluss
dariiber erhalten werden, ob Farnesol in den intrazellularen Raum der Zellen tibertritt und

ob eine Verstoffwechselung von Farnesol eintritt.

Aus den Ergebnissen des Experimentes lassen sich zwei wichtige Schliisse ziehen. Zum
einen konnte gezeigt werden, dass Farnesol die Zellmembran passiert. Denn nach 24 h
war in dem Ansatz ohne Inhibitor kein Farnesol mehr im Medium mehr zu finden, im
Ansatz mit der Chlorogensdure nur noch ein kleiner Rest. In den ersten zwei Stunden lasst
sich im Medium zwar ein geringer Unterschied zwischen der Inkubation mit Inhibitor und
ohne beobachten. Doch dieser tritt nur im Medium auf (nicht in den Zellen) und ist nach
weiteren 3 Stunden wieder verschwunden. Der gesamte Gehalt an Farnesol (Medium +
Zellen) sinkt nach etwa 5 h auf 10 % des urspriinglichen Gehaltes. Danach ist in den Zellen
kein Farnesol mehr messbar und in dem Medium nur noch Rest (< 10 % der
urspriinglichen Menge), welcher im Laufe der restlichen Zeit noch weiter sinkt.
Probeversuche, in denen Farnesol 24 h dem Medium ohne Zellen ausgesetzt war, ergaben

einen stabilen Farnesolgehalt. Daraus ldsst sich schliefSen, dass der sinkende Farnesol-
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3garnesol (%) Farnesolgehalt im Medium

25 '|'

20 I/ ohne Inhibitor
15 i'i L mit Chlorogensdure

10 =

0 5 10 Zeit [h] 15 20 25

Farnesol (%) Farnesolgehalt in den Zellen
30

25

ohne Inhibitor
20

mit Chlorogensaure
15

10

= Zeit [h]

Abbildung 3.12 Nach einer einmaligen Gabe von 20 ng Farnesol pro 1 Mio. Zellen (entspricht 90 nM
Farnesol = 100 %) wurden iiber einen Zeitraum von 24 Stunden jeweils Medium und Zellen in Ab- bzw.
Anwesenheit von Chlorogensiure getrennt untersucht. Das obere Diagramm zeigt die Wiederfindung von
Farnesol aus dem Medium, jeweils mit und ohne Inkubation mit Chlorogensiure. Das untere Diagramm
zeigt die Wiederfindung von Farnesol aus den Zellen, jeweils mit und ohne Inkubation mit Chlorogensdure.
Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).

gehalt nicht auf ein eventuell reaktives Medium zuriickzufiihren ist, sondern Farnesol in
der Tat zellmembrangidngig ist und in die Zellen hineingewandert sein muss. Der
Farnesolgehalt innerhalb der Zellen steigt lediglich am Anfang leicht an und sinkt nach
finf Stunden auf null herab. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass die
Farnesolkonzentration im Medium in der Anfangszeit ebenfalls am hochsten ist und somit
mehr Farnesol in die Zellen dringen kann. Innerhalb der Zellen sinkt der Gehalt jedoch
schnell herab, was fiir eine intensive zelluldre Verarbeitung des Farnesols spricht. Dies
konnte  eine  enzymatische = Abbaureaktion sein, oder die erwiinschte

Pyrophosphorylierung und Weitermetabolisierung. Insgesamt kann jedoch bestatigt
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werden, dass Farnesol in der Lage ist in Zellen einzudringen und Zellen dieses Molekiil
verstoffwechseln. Es muss also ein anderer Grund vorliegen, dass in dem in Kapitel 3.1.3

beschriebenen Experiment kein deuteriertes Squalen zu finden war.

Dieser Grund konnte zum Beispiel eine zu niedrig angesetzte Farnesol-d¢-Konzentration
sein. Zwar sollte die Menge an Farnesol-ds theoretisch ausreichen, um geniigend
messbares deuteriertes Squalen zu produzieren. Wenn die Menge an eingesetztem
Farnesol-ds aber mit der Menge von *C-Acetat verglichen wird, welche in dem etablierten
Assay des Postsqualen-Abschnittes verwendet wird, um isotopenmarkiertes Cholesterol

zu produzieren, so lasst sich ein grofier Unterschied feststellen (Tabelle 3.2).

Menge an 3C-Acetat pro 1 Mio. Zellen | Menge an Farnesol-d¢ pro 1 Mio. Zellen

62,5 ug 0,020 pg

Tabelle 3.2 Menge an isotopenmarkierten Substraten pro 1 mL Zellsuspension (1 Millionen Zellen) in den jeweiligen

Testsystems

Es wird in dem bereits etablierten Cholesterolbiosynthese Assay 3125-mal so viel an
isotopenmarkierter Substanz zugesetzt. Trotz dieser betrdachtlichen Menge an 3C-Acetat
ist das resultierende Signal von deuteriertem Cholesterol relativ klein. Eine Reduktion der
BC-Acetat-Menge wiirde das Testsystem empfindlich stéren, da die Menge an
produziertem isotopenmarkiertem Cholesterol unter die Detektionsgrenze abfallen wiirde.
Zwar ist es so, dass Acetat in vielen Bereichen der Biosynthese innerhalb der Zelle
eingesetzt wird (Fettsduren-Biosynthese, Citratzyklus etc.) und es dementsprechend im
Gegensatz zu Farnesol einen hoheren Schwund erleidet, bis die markierten
Acetateinheiten ein Cholesterolmolekiil bilden. Aber trotzdem scheint die Menge an
zugesetztem Farnesol angesichts der Erfahrungen mit dem Acetat viel zu niedrig zu sein.
Leider lasst sich die Menge nicht weiter erhohen, da Farnesol in hoheren Konzentrationen

(im Gegensatz zu Acetat) zytotoxische Wirkungen zeigt (siehe vorheriges Kapitel).
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3.1.5 Fazit zur Variante A

Letztendlich war hier ein toter Punkt in der Entwicklung des Assays nach , Variante A”
erreicht. Um eine relevante und messbare Konzentration von deuteriertem Squalen zu
erreichen, miisste die Menge an zugesetztem Farnesol-d¢ signifikant erhoht werden. In
hoheren Konzentrationen aber wirkt Farnesol hemmend auf das Zellwachstum, weswegen
eine Konzentrationserh6hung unmdoglich ist. Unter Umstanden liefSe sich das durch den
Einsatz von bereits phosphorylierten Farnesol-ds beheben, aber dann entstiinden eventuell
weitere Probleme, wie z. B. eine fragliche oder zumindest erschwerte Passage durch die

Zellmembran aufgrund der permanenten negativen Ladungen an dem Pyrophosphatrest.

Es ist mit ,Variante A” also nicht moglich, das Zielenzym eines Inhibitors der
Cholesterolbiosynthese zu identifizieren, da in den Zellen kein bzw. nicht geniigend
deuteriertes Squalen produziert wurde. Ohne deuteriertes Squalen, welches aus der
Inkubation mit deuteriertem Farnesol hatte entstehen sollen, kann nicht eindeutig
bestimmt werden, ob tatsdachlich die Squalensynthase gehemmt wurde. Und andere
Zielenzyme upstream der SQS hatten nach Variante A ohnehin nicht identifiziert werden
konnen. Es ist aber sehr wohl moglich die Ursache einer Hemmung der
Cholesterolbiosynthese auf den Prasqualen-Abschnitt einzugrenzen (iiber die Bestimmung
des Squalengehalts nach gleichzeitiger NB-598-Gabe). Je stirker der Gehalt des
akkumulierten Squalens mit Vergleich zur Negativkontrolle (mit NB-598, aber ohne
Inhibitor) absinkt, desto starker ist sein Hemmeffekt auf den Prasqualen-Abschnitt der
Cholesterolbiosynthese. Obwohl es keinen Sinn macht die Zellen zusatzlich zum
Squalenepoxidase-Inhibitor NB-598 mit 13C-Acetat zu inkubieren, lasst sich die Wirkung
auf die gesamte Cholesterolbiosynthese auf diese Weise zumindest indirekt quantifizieren.
Die Methode ist somit komplementir zum Cholesterolbiosynthese Assay nach Giera,

welcher nur den Postsqualen-Abschnitt untersucht und blind fiir Prasqualen-Abschnitt ist.

An dieser Stelle wurde daher entschieden, die Arbeiten an , Variante A” einzustellen und

an ,, Variante B” weiter zu forschen.
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3.2 Variante B: Akkumulation von Farnesol

Im Unterschied zur ,, Variante A“, bei der die Abnahme des akkumulierten Squalen fiir die
Detektion und Quantifizierung einer Enzymhemmung gemessen wird, wird bei , Variante
B” die Akkumulation des Enzymsubstrates der Squalensynthase fiir die Detektion einer
Enzymhemmung genutzt. Das Ziel ist also eine Akkumulation von Farnesol nach der
Inkubation von Zellen mit SQS-Inhibitoren zu messen. Dadurch konnte man zweifelsfrei
eine Hemmung der Squalensynthase innerhalb von lebenden Zellen feststellen. Eine
Inkubation mit isotopenmarkierten Substraten ist bei dieser Variante aus zwei Griinden

nicht notig:

Zum einen war aus vorherigen Versuchen (siehe Kapitel 3.1) bereits bekannt, dass die
physiologische Konzentration von Farnesol so niedrig ist, dass ohne Hemmung der SQS
ohnehin kein Farnesol-Signal zu detektieren ist. Eine Unterscheidung zwischen neu
synthetisiertem und bereits vor der Inkubation vorhandenem Farnesol ist somit nicht
erforderlich. Zum anderen ist Selektivitdt auch ohne die Verwendung isotopenmarkierter
Standards gegeben, da fiir jedes Enzym bei einer Hemmung ein unterschiedliches Substrat

akkumulieren wiirde.

3.2.1 Synthese weiterer SQS-Inhibitoren

Um die Substanzbibliothek von SQS-Inhibitoren zu erweitern, wurden zwei weitere

Substanzen synthetisiert: ,,Carbazol 11 und YM175 (Abbildung 3.13).

H,05P PO3H,

"Carbabzol 11" YM175

Abbildung 3.13 Links: ,Carbazol 11“ (1-Allyl-2-[3-(isopropylamino)propoxyl-9H-carbazol; Rechts:
YM175 ((Cycloheptylamino)-methylenbisphosphonat).
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Im Jahr 2004 publizierten Ishihara et al.®? eine Arbeit, in der die Wirkung unterschiedlicher
Carbazole auf die Squalensynthase untersucht wurde. Die hochste Aktivitat zeigte dabei
,Carbazol 11 mit einem ICs-Wert von 32 nM (mikrosomaler Assay). Synthetisiert wurde
,Carbazol 11” nach publizierter Vorschrift (Abbildung 3.14). Bei manchen Schritten wurde
die Umbkristallisation nach der Saulenchromatographie weggelassen, da die
entsprechenden Produkte bereits ausreichende Reinheit besafien. Die Synthese begann bei
dem kauflich erwerblichen 2-Hydroxy-9H-carbazol. Dieses Edukt wurde zuerst mit
Allylbromid in einer SN:-Reaktion umgesetzt und der entstandene Allylether in einer
Claisen-Umlagerung zu 1-Allyl-2-hydroxy-9H-carbazol umgelagert. Anschliefiend wurde
in weiteren, konsekutiven Sn2-Reaktionen die Seitenkette aufgebaut und es entstand das
finale Produkt ,,Carbazol 11“.

1. Allylbromid, K,CO,,

THF, O°C—RT, 22 h 1,3—Dibrompropan, K2C03,
O O 2.200°C, 2 h DMF, RT, 24 h
N OH N OH
H H _
2-Hydroxy-9H-carbazol 1-Allyl-2-hydroxy- 9H-carbazol

Isopropylamin

Isopropanol, Rickfluss, 15 h
H

N N
H H
G O

1-Allyl-2(3-bromopropoxy)-9H-cabarzol "Carbazol 11"
1-Allyl-2-[3(isopropylamino)propoxy]- 9H-carbazol

Abbildung 3.14 Synthese von ,,Carbazol 11" nach Ishihara et al. 200452

Der zweite SQS-Inhibitor, der fiir die biologischen Testungen synthetisiert wurde, ist das
Bisphosphonat YM175 von Yamanouchi Pharmaceutical Co., Ltd (Entwickelt zur
Behandlung von Osteoporose). Bei Untersuchungen zum Wirkmechanismus stellte sich
heraus, dass YM175 ein hervorragender SQS-Inhibitor ist, mit einem ICso-Wert von 17 nM
(mikrosomaler Assay)®. Daher wurde entschieden YM175 zu synthetisieren und zu testen.
Die Vorschrift dazu lieferten Widler et al, welche Cycloheptylamin,

Orthoameisensduretriethylester und Diethylphosphit in einer einstufigen Reaktion zu den
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Ethylester von YM175 kondensierten. Eine saure Esterspaltung mittels konzentrierter

Salzsaure lieferte das gewiinschte Produkt YM175 (Abbildung 3.15)%.

1.150°C,1,5h
2. Salzséure
H Rickfluss, 2,5 h
EtO OEt |
+ \|/ + P —> NH
PRGNS
OEt EtO \(\) OEt )\
NH, H,0,P7 “PO,H,
Orthoameisensaure- . ) S YMITST
Cycloheptylamin triethylester Diethylphosphit (Cycloheptylamino)-methylenbisphosphonat

Abbildung 3.15 Synthese von YM175 nach Widler et al. 19925

3.2.2 Einsatz von Phosphatasen / Losung diverser Detektionsprobleme

HL-60 Zellen wurden mit den SQS-Inhibitoren Saragossasaure, Chlorogensaure, YM175
und ,,Carbazol 11” inkubiert und der Farnesolgehalt mittels GC-MS bestimmt. Es konnte
allerdings kein akkumuliertes Farnesol gefunden werden; auch nicht in sehr geringer
Konzentration. Selbst in Zellen, welche mit Saragossasaure inkubiert wurden und die laut
Literatur definitiv akkumuliertes Farnesol enthalten sollten®#>, konnte kein Farnesol
nachgewiesen werden. Da Farnesol aber nach Injektion einer Standardlosung sehr wohl
detektiert werden konnte, kann die Ursache fiir die fehlenden Farnesol-Signale nach
Inkubation mit den etablierten SQS-Inhibitoren nur in den Schritten davor (Zellen und
Aufarbeitung) liegen. Wenn ein so grundlegendes Problem wie ein ,verschwundener
Analyt” auftritt, lohnt es sich alle Schritte der Aufarbeitung noch einmal zu {iberdenken

und gegebenenfalls einzeln mittels Kontrollexperimenten zu tiberpriifen.

e Wird Farnesol eventuell nicht erfolgreich akkumuliert, z.B. aus pharmakokinetischen

Griinden?

= Pharmakokinetische Probleme (Mangelnde Penetration der Inhibitoren in die
Testzellen) und eine zu geringe Aktivitdt der Inhibitoren konnen ausgeschlossen
werden, denn zumindest die Saragossasdure ist ein viel verwendeter und wohl

bekannter Inhibitor, welcher schon ofter erfolgreich in Zellen zur Akkumulation
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von Farnesol verwendet wurde. Zur Sicherheit wurde die Konzentration der
Saragossasdure bei der Inkubation in weiteren Versuchen stufenweise bis zur
Toxizitatsgrenze erhoht, jedoch ohne Effekt auf das fehlende Messsignal von

Farnesol.

Wenn davon ausgegangen wird, dass Farnesol nach Inkubation mit SQS-Inhibitoren
akkumuliert, konnte dann die akkumulierte Farnesolkonzentration zu niedrig, also

unterhalb der Detektionsgrenze des Massenspektrometers sein?

= Die zu erwartende Farnesolkonzentration (1,5 - 3 ug/mL) wurde nach Literatur®
berechnet und mit der Detektionsgrenze der GC-MS-Methode verglichen
(0,1 ug/mL). Zur Sicherheit wurden nach einer Inkubation mit Saragossasdaure 4
Proben gepoolt und durch Abblasen des Losungsmittels aufkonzentriert. Weil diese
4-fach konzentrierte Probe ebenfalls kein Farnesolsignal in der GC-MS verursachte,
scheint das Problem des fehlenden Signals nicht aus der fehlenden Leistung des

Massendetektors zu resultieren.

Falls die Inhibition erfolgreich ist und das Signal hoch genug sein sollte, um im MS-
Detektor erkannt zu werden, kann das Problem nur noch dazwischen liegen: an der
Aufarbeitung. Um ein verléssliches Farnesolsignal detektieren zu konnen, sind zwei
Schritte wahrend der Aufarbeitung besonders kritisch. Zum einen die Hydrolyse von
Farnesylpyrophosphat zu Farnesol, welche in 1 M Natronlauge (70°C, 1 h) wahrend
der Zelllyse stattfinden soll. Und zum anderen die Extraktion von Farnesol aus
wassriger Losung in ein organisches Losungsmittel, da fiir die Gaschromatographie

(GC) nur fliichtige Losungsmittel verwendet werden konnen.

= Beide Schritte wurden in Experimenten tiberpriift. Um die Extraktion von Farnesol
wahrend der Fliissig-Fliissig-Extraktion zu {iberpriifen, wurde ein einfaches
Wiederfindungsexperiment durchgefiihrt, mit dem Ergebnis, dass Farnesol mit der
bisher genutzten Extraktionsmethode nahezu quantitativ in die organische Phase
iberfithrt werden kann. Ein dhnlicher Versuch wurde durchgefiihrt, um die
Hydrolyse von Farnesylpyrophosphat zu tiberpriifen. Kauflich erworbenes FPP
wurde hierzu verschiedenen wassrigen Milieus (sauer, neutral, basisch) und auch
einer Phosphatase (saure Phosphatase aus Weizenkeimen nach einer Vorschrift von
Crick et a. 1991%) ausgesetzt (Abbildung 3.16).
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Farnesol (%) Farnesol aus Farnesylpyrophosphat
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Abbildung 3.16 Wiederfindung von Farnesol aus Farnesylpyrophosphat unter verschiedenen wissrigen
Bedingungen, Extraktion in MTBE. F = Farnesol (10 uM), FPP = Farnesylpyrophosphat (10 puM).
Fehlerbalken: Standarbweichung (n = 3).

Es reichten weder Salzsdaure noch Natronlauge (jeweils 1 M, 70 °C) aus, um auch nur eine
kleine Menge an Farnesylpyrophosphat zu hydrolysieren. Lediglich in dem Ansatz mit
der sauren Phosphatase liefS sich Farnesol detektieren. Aus dieser Erkenntnis, dass
Natronlauge nicht ausreicht, um FPP zu hydrolysieren, ldsst sich das bisher fehlende
Farnesolsignal nach Akkumulation nach SQS-Hemmung erklédren. Es scheint, als ware es
unbedingt notig eine Phosphatase einzusetzen. Nachdem durch den Einsatz von Salzsaure
und Natronlauge nicht nur keine quantitative Menge Farnesol entstand, sondern nicht mal
eine ganz kleine Menge, wurde darauf verzichtet weitere Sduren/Basen oder weitere
Versuchsbedingungen (Zeit, Temperatur, Konzentration) zu testen. Stattdessen wurde die

enzymatische Hydrolyse von FPP optimiert.

Die Wiederfindung von Farnesol aus Farnesylpyrophosphat nach Inkubation mit saurer
Phosphatase (ACP) aus Weizenkeimen ist mit ca. 20 % noch viel zu gering. Eine Erh6hung
der ohnehin schon langen Inkubationsdauer von 18 h brachte keine weitere Verbesserung
der Ausbeute an freien Farnesol. Daher wurden zunachst verschiedene Phosphatasen
verglichen. Zum einen eine alkalische Phosphatase (ALP) aus Rinderschleimhaut, eine
saure Phosphatase aus der SiifSkartoffel und zum Vergleich die saure Phosphatase aus
Weizenkeimen. Die Reaktionspuffer wurden auf die jeweiligen fiir die Enzyme optimalen
pH-Werte eingestellt: Rinderschleimhaut ALP -> pH =10,4; Siiftkartoffel ACP -> pH =5,5;
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Weizenkeim ACP -> pH =5,5. Da die ALP laut Datenblatt zweiwertige Kationen benétigt,
wurden Magnesium- und Zink-Ionen (1 mM) zugefiigt und zum Vergleich ein Ansatz
ohne diese Kationen durchgefiihrt. Nach Inkubation (1 h, 40 °C) von FPP mit den
Phosphatasen wurde jeweils das entstandene freie Farnesol extrahiert und mittels GC-MS
bestimmt (Abbildung 3.17).

Farnesol (%) Inkubation von FPP mit unterschiedlichen Phophatasen
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ALP +Zn2+/Mg2+ ALP

Abbildung 3.17 Freisetzung von Farnesol aus Farnesylpyrophosphat (FPP). Die Menge an Enzym betrigt
jeweils 2 Units auf 2 ug FPP in 600 uL Puffer (pH eingestellt auf das pH-Optimum des jeweiligen
Enzyms). Inkubationsbedingungen sind 37 °C fiir 1 h. ALP = alkalische Phosphatase, ACP = saure
Phosphatase. 100 % Farnesol entspricht der maximal freisetzbaren Menge an Farnesol, berechnet durch
Extraktion einer dquimolaren Menge an freiem Farnesol. Fehlerbalken: Standarbweichung (n=3).

Die Ergebnisse zeigen, dass die alkalische Phosphatase aus der Rinderschleimhaut
Farnesylpyrophosphat nicht nur am effektivsten, sondern auch nahezu quantitativ spaltet.
Lasst man die Kationenzusitze weg, lauft die Hydrolyse des Phosphats wie bei den
anderen beiden Phosphatasen nur unvollstindig ab. Die Gabe von zusatzlicher Apyrase
verbesserte die Wiederfindung nicht weiter als Ansdtze mit alleiniger Phosphatase.
Apyrasen sind Enzyme, welche Phosphorsdaureanhydrid-Briicken spalten, und somit
Isoprenoid-Pyrophosphatester in Isoprenoid-Monophosphatester umwandeln. Die
resultierenden Monophosphatester konnen dann von den Phosphatasen leichter
angegriffen werden. Denn fiir Enzyme ist es durchaus ein Unterschied, ob die Esterbriicke
zwischen dem Alkohol und der Phosphorsdure oder die Anhydridbriicke zwischen zwei
Phosphorsaure-Einheiten hydrolysiert wird. Die Haupteigenschaft von Phosphatasen ist
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die Spaltung der Esterbriicke zwischen dem Alkohol und der Phosphorséaure. Doch héufig
ist die Spezifitat dieser Enzyme nicht stark genug, um ausschliefilich Esterbriicken zu
spalten und viele Phosphatasen besitzen zusatzlich Fahigkeiten einer Apyrase, nur
schwiacher ausgepragt. Und tatsdchlich reichte die geringe Apyrase-Aktivitdt, welche die
meisten Phosphatasen besitzen aus, dass die zusitzliche Gabe von Apyrase keine

Verbesserung gegeniiber der alleinigen Gabe der Phosphatase brachte.

Als néchstes wurde tiberpriift, welche Inkubationsdauer benétigt wird, um eine gewisse
Menge Farnesylpyrophosphat zu spalten (Abbildung 3.18). Die Reaktion verlauft
anscheinend sehr schnell; eine relevante Menge Farnesol lasst sich schon zum Zeitpunkt
,0” finden, also unmittelbar nach Zugabe des Enzyms und sofortiger Aufarbeitung. Nach
10 min wird schon das Maximum erreicht und nach 1 h nimmt die gemessene
Farnesolmenge kurioserweise kontinuierlich ab, bis nach 6 h nur noch ca. die Halfte tibrig
ist. Warum die Menge an freiem Farnesol mit der Zeit langsam aber stetig absinkt ist nicht
klar. Theoretisch kann jedes Enzym zur eigentlichen Reaktion auch die Riickreaktion
katalysieren. Im Falle der alkalischen Phosphatase wére dafiir eine grofse Menge an freien
Phosphat notig®”. Im Falle des Farnesols wiirde das heifsen, dass die im Reaktionsverlauf
ansteigende Menge von hydrolysiertem Phosphat dafiir verantwortlich ist, das Enzym zu
hemmen und die Umkehrreaktion in Gang zu bringen. Dieser Mechanismus konnte ein

Absinken des Farnesolspiegels mit der Zeit zumindest teilweise erkldren.

Farnesol (%) Freisetzung von Farnesol aus FPP in Abhangigkeit von der Inkubationszeit
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Abbildung 3.18 Wiederfindung von freiem Farnesol aus Farnesylpyrophosphat (FPP) in Abhingikeit von
der Inkubationszeit. Fiir die Lyse wurden 2 Units der alkalischen Phosphatase aus Rinderschleimhaut
verwendet. FPP: 2 ug. Reaktionspuffer: NaOH/Glycin (pH =10,4; 0,1 M). 100 % Farnesol entspricht der
maximal freisetzbaren Menge an Farnesol. Fehlerbalken: Standarbweichung (n = 3).
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Insgesamt lédsst sich jedoch festhalten, dass FPP mithilfe der alkalischen Phosphatase aus
Rinderschleimhaut schnell und effektiv gespalten werden kann. Um die Phosphatase in
die Aufarbeitungsmethode zu integrieren, wurde die alkalische Lyse der Zellen
geringfligig modifiziert. Statt 1 mL Natronlauge (1 M) werden nun 300 uL der
Natronlauge verwendet. Nach erfolgreicher Lyse wird das Zelllysat zur Neutralisation mit
300 uL HC1 versetzt und anschliefSfend mit 60 pL 10-fach konzentriertem Reaktionspuffer
(NaOH/Glycin; pH=10,4; 1M; Mg*/Zn* 10 mM; siehe Kapitel 6.1) versetzt. Dieser
Reaktionspuffer ist 10-fach konzentriert gegeniiber der Konzentration, die eigentlich in
der Probe erreicht werden soll. Die Zugabe von 60 uL auf 600 uL ergibt eine Verdiinnung
um den Faktor 10, sodass die gewiinschte Konzentration des Puffers in der Probe (0,1 M)
erreicht wird. Mehrere Probeversuche mit anschliefender pH-Wert-Messung zeigten, dass
diese Schritte - Neutralisation und Pufferung — ausreichen um den gewtinschten pH-Wert
im Probengefafs einzustellen. Anschlieffend kann das Enzym zugegeben und 1 h bei 37 °C
inkubiert werden. Probeversuche mit FPP dotierter Matrix zeigten eine vollstandige
Umsetzung des Farnesylpyrophosphats in den freien Alkohol. Eine Ubersicht der
aktuellen Methode, welche fiir die darauffolgenden Zellversuche eingesetzt wurde, zeigt
Abbildung 3.19.

e Abzentrifugation und Waschen der Zellen

e Zelllyse in NaOH (1M)

¢ Pufferung (pH = 10,4) + Inkubation mit
Alkalischer Phosphatase (4 U)

e Flissig-Fllssig-Extraktion (MTBE)

e Derivatisierung (MSTFA)

e GC-MS

Abbildung 3.19 Schema der modifizierten Probenvorbereitungsmethode. Der neue Schritt, die Pufferung des
Zelllysates auf pH = 10,4 und der Einsatz der Phosphatase zur Abspaltung von Pyrophosphat, ist gelb
markiert. Die restlichen Schritte sind gleich geblieben (Ubersicht der urspriinglichen Vorschrift: siehe
Kapitel 3.1.3).
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3.2.3 Tests mit Inhibitoren

Mit dem modifizierten Testsystem wurden erneut Zellversuche mit SQS-Inhibitoren
durchgefiihrt und zum ersten Mal liefs sich nun ein Anstieg von Farnesylpyrophosphat
(bestimmt als freies Farnesol) beobachten. Der FPP-Gehalt der Zellen stieg nach Gabe von
Saragossasdure konzentrationsabhingig an. Im Gegenzug sank der Squalengehalt der
Zellen (akkumuliert durch Gabe von NB-598, wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben) durch die
SQS-Hemmung ab (Abbildung 3.20). Genau dieser Effekt soll spater in dem fertigen

Testsystem bei unbekannten Inhibitoren eine SQS-Hemmung eindeutig identifizieren.

% Akkumulation von Farnesol bzw. Squalen nach SQS-Hemmung
140
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80 H Squalen
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0 [ ] == il
NB NB + NB + NB + NB + YM175 NB + Carbazol 11
Saragossasdure Saragossasaure Chlorogensaure 250 uM 30 uM
10 uM 50 uM 1000 pm

Abbildung 3.20 Farnesol- bzw. Squalengehalt nach Gabe verschiedener SQS-Inhibitoren, NB =
Squalenepoxidase-Inhibitor NB-598 (in allen Experimenten 30 nM). 100 % Squalen entspricht der
Squalenakkumulation nur mit NB-598 und ohne zusitzlichen SQS-Inhibitor. 100 % Farnesol entspricht der
maximal — akkumulierteren Menge an Farnesol unter Saragossasiure (50 uM). Fehlerbalken:
Standardabweichung (n =3).

Allerdings zeigte nur die Saragossasdure den gewtinschten Effekt, bei Chlorogensdure,
YM175 und ,Carbazol 11 konnte nur ein unterschiedlich starkes Absinken an
akkumuliertem Squalen beobachtet werden, jedoch keine Akkumulation von Farnesol.
Daraus ldsst sich folgern, dass die drei genannten Inhibitoren zwar die
Cholesterolbiosynthese im Prasqualen-Abschnitt hemmen, jedoch nicht an der
Squalensynthase, da sonst ein Anstieg von Farnesol (wie bei der Saragossasdure) hatte
beobachtet werden miissen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass diese Substanzen neben
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der Squalensynthase (in Assays an der isolierten SQS eindeutig bestatigt’#%3%2) auch noch
ein oder mehrere weitere Enzyme ,upstream” der SQS hemmen und zwar in einem
starkeren MafSe als die SQS. Dies wiirde dazu fiihren, dass in einem zelluldren Testsystem
das erste signifikant gehemmte Enzym ,downstream” die Versorgung von
Farnesylpyrophosphat fiir die Squalensynthase blockiert. Damit ldsst sich auch keine
Akkumulation von Farnesol messen, obwohl der Inhibitor grundsatzlich auch zur SQS-

Hemmung in der Lage wiére.

Um diese Annahme zu bestadtigen, wurde ein weiterer Versuch durchgefiihrt (Abbildung
3.21):

zusatzliche .
Inhibition SQ5-Inhibitor

Acetyl-CoA [2>E:>I:.§ Farnesol ::> Squalen |:> Squalenepoxid I:>E>E> Cholesterol

Abbildung 3.21 Schematischer Uberblick iiber den Effekt, den ein Inhibitor erzielt, der neben der
Squalensynthase (SQS) mnoch weitere Enzyme ,upstream” hemmt. Normalerweise wiirde der
Farnesolpyrophosphat-Gehalt durch die SQS-Hemmung ansteigen (griiner Balken), doch wegen zusitzlicher
Inhibition ,,upstream” findet eine abgeschwichte bzw. keine Akkumulation statt (griiner Pfeil), da der SQS
weniger bzw. kein FPP mehr zugefiihrt wird.

So wie bisher standardmafdig Squalen durch Gabe von NB-598 akkumuliert wurde, so
wurde fiir dieses Experiment eine hohe Konzentration Saragossasdure (50 uM) verwendet,
um in allen Zellen FPP akkumulieren zu lassen. Gleichzeitig wurden die Chlorogensaure,
YM175 bzw. ,Carbazol 11” in wirksamen Konzentrationen auf die Zellen gegeben und
zusammen mit der Saragossasaure inkubiert. Falls die Inhibitoren &dhnlich wie die
Saragossasdure nur die SQS hemmen, dann sollte durch die Co-Inkubation kein
beobachtbarer Effekt auftreten, da die SQS schon bereits durch die Saragossasdure
vollstandig gehemmt ist. Falls durch die anderen Inhibitoren tatsdchlich ein oder mehrere
Enzyme ,upstream” zusatzlich zur Squalensynthase gehemmt werden, dann wiirde der
durch die Saragossasaure akkumulierte Farnesolgehalt bei Co-Inkubation absinken. Die

Ergebnisse dieses Experimentes sind in Abbildung 3.22 dargestellt.
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Abbildung 3.22 Einfluss einer Co-Inhibition von Saragossasiure mit Chlorogensiure, YMI175 bzw.
,Carbazol 11" auf die Akkumulation von Farnesol. 100 % Farnesol entspricht der maximal akkumulierteren
Menge an Farnesol unter Saragossasiure (50 uM).

Es lasst sich eindeutig erkennen, dass eine simultane Inkubation von Saragossasaure und
den anderen Inhibitoren die Akkumulation von Farnesol reduziert. Daraus lasst sich
folgern, dass Chlorogensaure, YM175 und , Carbazol 11” in einem zelluldaren System noch
andere Enzyme ,upstream” der Squalensynthase hemmen. Diese Erkenntnis lieferte den
Anstofs dafiir, den Assay auf weitere Enzyme zu erweitern. Ahnlich dem bereits im
Arbeitskreis Bracher etablierten Assay fiir Enzyme des Postsqualen-Abschnitts der
Cholesterolbiosynthese®, welcher ebenfalls mehrere Enzyme iiberspannt, sollte es moglich
sein den erfolgreich entwickelten Squalensynthase-Assay zu einem Multienzym-Assay
umzugestalten. Und da das Kernprinzip - die Akkumulation eines Substrates zur
Identifikation des Targetenzyms - gleich bleibt, bestand die Herausforderung
hauptsachlich darin, die entsprechenden Substrate nach der Aufarbeitung auch in der GC-

MS zu detektieren.
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3.2.4 Exkurs: Bestimmung des ICso-Wertes

Die Bestimmung von ICsi-Werten innerhalb zellularer oder noch komplexerer biologischer
Systeme (dann ECso) ist nicht immer einfach zu bewerkstelligen. Grundsatzlich ist der ICso-
Wert diejenige Konzentration, bei der der Inhibitor das betreffende Enzym halbmaximal
hemmt. Um diesen Wert zu bestimmen, wird entweder das Absinken der Produktmenge
oder das Ansteigen des Substrates gemessen. Solange der ICs-Wert an dem isolierten
Enzym bestimmt wird, sind diese beiden Ansitze (Bestimmung von Substrat bzw.
Produkt) noch einfach zu bewerkstelligen. In lebenden Zellen dagegen besteht einerseits
die Moglichkeit, dass das akkumulierende Substrat in andere Stoffwechselwege geschleust
oder gleich direkt abgebaut wird. Weiterhin ist es schwierig eine halbmaximale
Produktion zu berechnen, wenn das Produkt sofort von dem nachsten Enzym in
mehrstufigen Biosynthesen komplexer Biomolekiile weiterverarbeitet wird. Es ist zwar
grundsatzlich moglich das Enzym (oder die Enzyme) zu hemmen, welches fiir die
Weiterverarbeitung des Produkts verantwortlich ist, doch dann wird noch starker in das
biologische System eingegriffen. Bei Inhibitoren, die in die Cholesterolbiosynthese
eingreifen, hat sich daher etabliert den ICs-Wert von Inhibitoren in zelluldren
Testsystemen oder Lebewesen (z.B. Ratten®) auf die Fahigkeit zu beziehen, die Menge an
neugebildeten (de-novo) Cholesterol (also dem Endprodukt der gesamten Biosynthese) zu
reduzieren. Theoretisch sollte ein auf Cholesterol bezogener ICs-Wert vergleichbar sein
mit dem ICs-Wert, der aus Messung der Substrate oder Produkte des betrachteten
Zielenzyms resultiert — zumindest fiir Inhibitoren, die nur ein einziges Enzym der
gesamten Biosynthese hemmen. Um diese auf verschiedene Weise berechneten I1Cs;-Werte
besser einschdtzen zu konnen, wurde der ICs--Wert von Saragossasaure auf drei
verschiedene Arten bestimmt. Zuerst wurde der klassische ICs-Wert berechnet, welcher
sich auf die Reduktion der de-novo-Biosynthese von Cholesterol bezieht. Dies war moglich,
indem die Zellen statt mit NB-598 mit *C-Acetat zusatzlich zur Saragossasaure inkubiert
wurden. Als Folge wird durch das Uberangebot von *C-Acetat ganz iiberwiegend
isotopenmarkiertes Cholesterol gebildet, dessen Abnahme mit steigender Inhibitor-
Konzentration beobachtet werden kann (gleiches Prinzip wie beim Assay nach Giera®).
Substrat (Farnesylpyrophosphat) und Produkt (Squalen) des Zielenzyms Squalensynthase
wurden in einem parallel angesetzten Versuch unter Verwendung des in dieser Arbeit
entwickelten = Testsystems bestimmt. Anschliefend wurden die gemessenen
Konzentrationen der jeweiligen Analyte gegen die logarithmierten Konzentrationen der

Saragossasdure aufgetragen und die ICs-Werte bestimmt (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23 Bestimmung des 1Cso von Saragossasiure bezogen auf konzentrationsabhingige
Verinderung von A: 3C-Cholesterolbiosynthese, B: Squalen-Konzentration, C: Farnesylpyrophosphat-
Konzentration.

Die niedrigste halbmaximale Hemmkonzentration wurde ermittelt, wenn die de-novo-
Biosynthese von *C-Cholesterol als Mafsstab fiir die Hemmung verwendet wurde. Die
beiden anderen ICs-Werte, bei denen Farnesol halbmaximal akkumuliert bzw. das
akkumulierte Squalen auf die Halfte seiner Ausgangsmenge absinkt, liegen etwa um den
Faktor 4 bzw. 8 hoher, aber immer noch grob in der gleichen Groflenordnung. Diese
Beobachtungen stehen im Einklang mit denen bei NB-598 (ICso bezogen auf Cholesterol:
4,2 nM, bezogen auf Squalen 5,6 nM, siehe Kapitel 3.1.2). Auch hier ist die halbmaximale
Hemmbkonzentration fiir Cholesterol wieder etwas niedriger als die fiir Squalen. Der
Unterschied ist bei Squalen zwar nicht so grofs wie bei der Saragossasdaure, doch die
Tendenz bleibt.
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Fiir den in dieser Arbeit entwickelten Assay gilt nach wie vor, dass neu entdeckte
Inhibitoren {tiber den ICs-Wert bezogen auf die de-novo-Cholesterolbiosynthese
charakterisiert werden. Dieses Experiment soll aber helfen, das Potential von unbekannten
Inhibitoren zur Hemmung der Cholesterolbiosynthese bereits vor dem eigentlichen

ICso-Experiment grofienordnungsmafiig einzuschatzen.

3.2.5 Erweiterung des Testsystems auf andere Targetenzyme

Abbildung 3.24 zeigt einen Uberblick der enzymatischen Reaktionen bis zum Squalen. Die
ersten Schritte von Acetyl-CoA bis zum 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA)
lassen sich mit der geplanten Methode nicht erfassen, da der sehr grofie Coenzym A Rest
vor der Messung und vermutlich auch vor der Fliissig-Fliissig-Extraktion abgespalten
werden miisste. Dafiir gibt es jedoch keine einfache Losung, welche im
Aufarbeitungsprotokoll zusdtzlich untergebracht werden konnte. Daher werden an
Coenzym A gebundene Substrate und deren verarbeitende Enzyme nicht weiter in der
Methodenentwicklung berticksichtigt. Das erste interessante Molekiil ist somit Mevalonat
(MVA), welches nach geeigneter Aufarbeitung mittels GC-MS analysiert werden kann.
Mevalonat entsteht durch die HMG-CoA-Reduktase aus HMG-CoA und wird nach
doppelter Phosphorylierung in das erste Isoprenoid Isopentenylpyrophosphat (IPP)
umgewandelt. Das Problem hierbei ist, dass bei allen drei Schritten (Mevalonat-Kinase,
Phosphomevalonat-Kinase, = Diphosphomevalonat-Decarboxylase) = Mevalonat bzw.
phosphorylierte Mevalonate als Substrate verwendet werden, welche in dem entwickelten
Assay nach FEinsatz der Phosphatase allesamt zu Mevalonat werden wiirden. Das
bedeutet, jedes der drei Enzyme wiirde nach einer Hemmung einen Anstieg von
Mevalonat zur Folge haben und es ware nicht moglich, die Hemmung einem bestimmten
dieser drei Enzyme zuzuordnen. Dennoch wurde versucht Mevalonat in das Testsystem
mit einzubeziehen, da es zusatzliche Informationen iiber einen unbekannten Inhibitor
liefern kann. Die beiden Cs-Isoprenoide Isopentenylpyrophosphat (IPP) und
Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) werden von der Farnesylpyrophosphat-Synthase
(FPPS) umgesetzt und wiirden nach Hemmung derselben beide akkumulieren. IPP und
DMAPP stehen untereinander mittels der Isopentenylpyrophosphat-Isomerase (IPP-
Isomerase) im Gleichgewicht. Obwohl sich die beiden Cs-Isoprenoide sehr dhneln
(Stereoisomere), sollte es moglich sein die beiden Molekiile mittels Gaschromatographie
zu trennen. Nach erfolgreicher Adaption des Assays an die beiden kleinen Isoprenoide
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Abbildung 3.24 Uberblick und Besonderheiten des Prisqualen-Abschnittes der Cholesterolbiosynthese

konnte demnach nicht nur eine Inhibition an der FPPS-Synthase, sondern auch an der IPP-
Isomerase nachgewiesen werden. Das ndchste Molekiill im Stoffwechselweg ist
Geranylpyrophosphat, welches mithilfe der FPPS entsteht. Dieser Metabolit ist relativ
uninteressant, da er durch das gleiche Enzym zum Farnesylpyrophosphat
weiterverarbeitet wird. Eine Hemmung an der FPPS wiirde also keine Akkumulation von
Geranylpyrophosphat zur Folge haben, sondern immer von IPP und DMAPP. Wahrend
Farnesylpyrophosphat im Zusammenhang mit der Squalensynthase bereits etabliert ist

(siehe Kapitel 3.2), konnte Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) als letzter moglicher
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Kandidat im Prasqualen-Abschnitt ebenfalls interessant sein. Die Enzyme, welche GGPP
weiterverarbeiten, sind die Gernanylgeranyl-Transferase I und II (GGTase I/GGTase II).
Diese Enzyme sind zwar nicht Teil der Biosynthese von Cholesterol, doch durch seine
strukturellen Ahnlichkeiten zu FPP diirfte es leicht sein, GGPP in das bestehende
Testsystem zu inkorporieren. Ein Anstieg des Ca-Korpers GGPP kann aus einer
Hemmung der Geranylgeranyl-Transferase oder als Folge einer Umverteilung von FPP
von nach SQS-Hemmung resultieren. Der erwartete Anstieg wire zwar sehr gering?,

bietet aber dennoch mehr Informationen fiir den Assay.

Wenn es moglich ware mit ein und demselben Testsystem alle genannten Vorstufen zu
detektieren, lieflen sich Riickschliisse auf bis zu sechs weitere Enzyme neben der
Squalensynthase ziehen. Daher wurde beschlossen, weitere Versuche zur Erweiterung des

Testsystems durchzufiihren.

3.25.1 Geranylgeranylpyrophosphat

Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP) ist das als Cz-Korper zweitgrofite Isoprenoid (nach
Squalen) und nicht Intermediat der Cholesterolbiosynthese. Stattdessen wird es in Zellen
ebenso wie Farnesylpyrophosphat zur Prenylierung von Proteinen verwendet. Demnach
akkumuliert es vor allem nach Hemmung der Geranylgeranyl-Transferase (GGTase). Es
kann aber auch als Nebeneffekt einer Hemmung der Squalensynthase akkumulieren,
wenn auch in geringerem Mafle (Abbildung 3.25). Dieser Effekt wurde schon mehrmals
publiziert>”#8, Der Grund fiir die Akkumulation von GGPP nach einer SQS-Inhibition ist
eine Umverteilung von Farnesylpyrophosphat. Denn wenn FPP in den Zellen anstaut,
kann ein Teil davon in alternative Stoffwechselwege flieflen, z.B. die Biosynthese von
Dolichol, Him A und eben auch GGPP (Abbildung 3.25).

Saragossasaure A

Mevalonat E>E>E> :;;i(r)r‘:;ﬁ?;zll:;{PP |:> E> Farnesyl-PP [ :> Squalen |:> Squalenepoxid E> E> E> Cholesterol

Geranylgeranyl-PP

Abbildung 3.25 Schema zur Umuverteilung akkumuliertem FPP nach SQS-Hemmung
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Geranylgeraniol konnte mit der bestehenden Methode einwandfrei extrahiert und mit
derselben GC-MS Methode analysiert werden, mit der bisherige Untersuchungen
durchgefiihrt wurden. Die Bedingungen fiir Einsatz der Phosphatase wurden beibehalten.
Es konnte also derselbe Versuchsaufbau wie bei der Akkumulation von Farnesol
verwendet werden. Nur sollte dieses Mal auch ein Anstieg von Geranylgeraniol zu
messen sein, da die GC-MS Methode im Gegensatz zu fritheren Versuchen nicht blind fiir
Geranylgeraniol ist. Fiir den Versuch wurde wieder die Saragossasaure eingesetzt, welche
sich bereits in vorherigen Versuchen als zuverldssiger und selektiver Squalensynthase-

Inhibitor erwiesen hatte (Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26 A: Beispielchromatogramm von akkumulierten GGPP. Schwarz = Hemmung mit SQS-
Inhibitor Saragossasiure, griin = ohne Inhibitor. B: Akkumulation von FPP und GPP nach SQS-Inhibition,
NB =NB598 (30 nM), Sara = Saragossasiure A. Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).

Die Ergebnisse der Zellversuche beweisen, dass das Testsystem in der Lage ist einen
Anstieg von Geranylgeranylpyrophosphat in Zellen zu detektieren. Ob eine Hemmung
der Geranylgeranyl-Transferase ebenso vom Testsystem detektiert werden kann, wurde
nicht mehr untersucht, da die GGT kein Enzym innerhalb der Cholesterolbiosynthese ist

und damit nicht die gleiche Relevanz fiir diese Arbeit besitzt wie andere Enzyme
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innerhalb der Cholesterolbiosynthese. Es wurde daher entschieden keinen GGTase-
Inhibitor zu kaufen, um die Akkumulation von Geranylgeranylpyrophosphat (welche
schon nach Inkubation mit Saragossasdure gezeigt werden konnte) noch weiter zu

tiberpriifen.

Grundsatzlich ist das Testsystem aber in der Lage, diese nach GGTase-Hemmung
resultierende Akkumulation von GGPP, so lange sie stark genug ist, zu messen. Doch
diese Akkumulation fallt oftmals nur sehr schwach aus. Hennemann et al. konnten 2011
mit einem ebenfalls auf Massenspektrometrie basierenden Assay keine Akkumulation von
Geranylgeraniol nach Hemmung der Transferase nachweisen®. Daher sind fiir die
Messung der Aktivitit der Geranylgeranyl-Transferase andere Methoden wie

enzymatische Assays oder Western-Blots geeigneter.

3.2.5.2 Isopentenylpyrophosphat und Dimethylallylpyrophosphat

Isopentenylpyrophosphat und Dimethylallylpyrophosphat werden von geeigneten
Phosphatasen zu den freien Cs-Alkoholen Isoprenol (3-Methyl-3-buten-1-0l) und Prenol
(3-Methyl-2-buten-1-0l) umgesetzt. Um das Testsystem auf die beiden Metaboliten zu
erweitern ist es erforderlich, diese beiden Isoprenoide in die bestehende GC-MS Methode
einzubinden. In ersten Versuchen aber waren beide Molekiile nicht zu detektieren
(Abbildung 3.27, A). Wenn Substanzen in der Gaschromatographie keinen Peak erzeugen,

kann das grundsatzlich zwei Griinde haben:

e Coelution mit dem Losungsmittelpeak

e Substanz eluiert gar nicht, weil sie nicht fliichtig ist (z.B. Salze).

Da Isoprenol und Prenol kleine, leichte und sehr fliichtige (Sdp. 129 °C bzw. 140 °C)
Substanzen sind, wurde gefolgert, dass sie zu schnell eluieren. Das ist deshalb ein
Problem, weil wahrend der ersten Minuten eines GC-Laufes die MS-Detektoren noch nicht
eingeschalten werden, um eine Verschmutzung durch das zwangsldaufig riesige
Losungsmittel-Signal zu vermeiden. Um die Isoprenol- und Prenol-Peaks doch noch zu
sehen, wurde der Losungsmittel-Cut-Off stetig in kleinen Schritten bis zum
Losungsmittel-Peak verschoben. Trotzdem konnte kein Isoprenol oder Prenol beobachtet

werden; es scheint als wiirden die beiden Substanzen tatsachlich zusammen mit dem
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Lésungsmittel-Peak eluieren. Auch Anderungen am Saulenofenprogramm brachten nicht

den gewiinschten Effekt.
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Abbildung 3.27 Chromatogramme von Isoprenol (A), Isoprenol als Trimethylsilylether (B) und Isoprenol als
Benzoatester (C)

Um dieses Problem zu l6sen, wurden mehrere Derivatisierungsreagenzien getestet, denn
durch geeignete Derivatisierung (hier also mit dem eher untypischen Ziel, die Analyten
weniger fliichtig zu machen) wiirden die Substanzen spiter eluieren. Die bisher
verwendete Derivatisierungsmethode fiir neutrale Sterole/Terpene, welche eine
Trimethylsilyl (TMS)-Gruppe an freie Alkohole anfiigt (und diese damit fliichtiger macht),
war dafiir nicht geeignet (Abbildung 3.27, B). Um die Fliichtigkeit von Isoprenol und

Prenol zu reduzieren wurden, folgende Derivatisierungsreagenzien untersucht:
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Abbildung 3.28 Potentielle Derivatisierungsreagenzien zur Erhohung der Retentionszeit.

Einzig die Verwendung von Benzoylchlorid ermoglichte den Rententionsfaktor von
Isoprenol weit genug zu erhohen, dass sich der Isoprenolpeak signifikant vom
Losungsmittelpeak unterscheidet (Abbildung 3.27, C). Damit ist die GC-MS Methode in
der Lage die beiden Cs-Isoprenoide zusammen mit Farnesol zu erfassen. Zwar wird durch
die Derivatisierung mit Benzoylchlorid nun auch Farnesol und Geranylgeraniol
derivatisiert, doch konnten die neuen Retentionszeiten ohne weiteres in die Methode
tibernommen werden. Farnesylbenzoat eluiert immer noch frither als Squalen und
Cholestan (IS), und Geranylgeranylbenzoat kurz nach diesen beiden, sodass die

Messdauer der Methode nicht verlangert werden musste (siehe Tabelle 3.3).

hol
Isoprenol | Prenol | Farnesol | Geranylgeraniol | Squalen ¢ (zlgjtan
%) - - 8,45 10,30 16,31 16,58
Benzoylchlorid 5,97 6,34 14,48 16,74 16,31 16,58

Tabelle 3.3 Ubersicht der Retentionszeiten der Analyte mit und ohne Derivatisierung durch Benzoylchlorid
(und Pyridin). Zeit in Minuten.

Als nachstes wurde untersucht welche Menge an Benzoylchlorid nétig ist, um
sicherzustellen, dass alle Analyten derivatisiert werden. Zwar konnte man auch auf
Nummer sicher gehen und eine grofie Menge Reagenz zusetzen, doch damit wiirde
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natiirlich auch die Belastung des Gerates mit iiberschiissigem Benzoylchlorid drastisch
ansteigen. Daher ist es sinnvoll die Menge an Derivatisierungsreagenz so gering wie
moglich zu halten, aber immer noch genug einzusetzen, um zuverldssig alle Analyten
restlos zu derivatisieren. Benzoylchlorid ist (untypisch fiir Saurechloride) relativ stabil,
selbst unter basischen Bedingungen bleibt es stabil (siehe Schotten-Baumann-Reaktion®*)
und auch unter Probenvorbereitungsbedingungen reagierte es nicht vollstandig ab. In
einem Experiment wurden daher verschiedene Mengen an Benzoylchlorid (+ Pyridin in
gleicher Menge) einer Mischung aller bisherigen derivatisierbaren Analyte
(Mevalonolacton, Isoprenol, Prenol, Geraniol, Farnesol, Geranylgeraniol) (Konzentration
10 pg/mL in Isohexan) zugesetzt und die Proben nach einer Reaktionszeit von 3 Stunden
gemessen (Abbildung 3.29).

Ausbeute der Derivatisierung
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Abbildung 3.29 Ausbeute der Derivatisierung in Abhingigkeit von der Menge an Derivatisierungsreagenz.
Menge an Alkohole: jeweils 10 ug. Die Hilfsbase Pyridin wurde stets in gleicher Menge (bezogen auf das
Volumen) wie Benzoylchlorid zugegeben. Y-Achse: Ausbeute an derivatisiertem Analyt, Z-Achse: Menge an
Derivatisierungsreagenz (Benzoylchlorid). Reaktionszeit = 3 h.

Interessant an dem Versuch sind zwei Dinge. Zum einen lasst sich leicht die Menge an

Derivatisierungsreagenz ermitteln, welche fiir eine ausreichende Derivatisierung notig ist.

Zum anderen konnte gezeigt werden, in welcher Reihenfolge die Analyten derivatisiert

56



Methodenentwicklung

werden. Wahrend mit einer ausreichenden Derivatisierung fiir alle Analyten erst ab 10 pL
Benzoylchlorid gerechnet werden kann, steigen die Isoprenol- und Prenol-Signale schon
ab einer Menge von 0,1 uL Benzoylchlorid nicht mehr weiter an, was fiir eine quantitative
Umsetzung zu ihren Benzoatestern spricht. Das ist sehr praktisch, da Isoprenol und Prenol
im Gegensatz zu den anderen Isoprenoiden underivatisiert nicht detektiert werden
konnen. Sobald derivatisiertes Farnesol gemessen werden kann, kann davon ausgegangen
werden, dass eventuell gleichzeitig vorhandene Cs-Isoprenoide ebenfalls vollstandig

derivatisiert worden sind.

Da nun die GC-MS Methode etabliert war, muss als nachstes die Aufarbeitung angepasst
werden. Zundchst wurde mit den freien Alkoholen gearbeitet und die Extraktion der
Alkohole aus wassriger Losung samt nachfolgender Derivatisierung tberpriift. Doch
sofort zeigte sich ein weiteres Problem mit Isoprenol und Prenol. Sobald eine Fliissig-
Fliissig-Extraktion (engl. Abkiirzung: LLE, steht fiir [liquid-liquid extraction) der
Derivatisierung vorgeschaltet wird, lasst sich weder Isoprenol noch Prenol detektieren.
Auch die benzoylierten Formen der anderen Analyte lieflen sich nicht mehr detektieren
bzw. sanken in ihrer Konzentration stark ab (Abbildung 3.30). Durch Messung der freien
Formen von Farnesol, Geraniol und Geranylgeraniol konnte die Ursache des Problems
bestimmt werden: die Extraktion gelang, aber die Derivatisierung war nicht erfolgreich!
Denn es konnten trotz Zugabe der Derivatisierungsreagenzien nach der Extraktion
underivatisiertes Farnesol, Geraniol und Geranylgeraniol gemessen werden.
Underivatisiertes Isoprenol und Prenol ldsst sich aufgrund oben genannter Probleme
(Elution mit Losungsmittelpeak) zwar nicht messen. Trotzdem ist es wahrscheinlich, dass
Isoprenol und Prenol ein vergleichbares Extraktionsverhalten aufweisen wie die anderen
Isoprenoide und somit ebenfalls erfolgreich extrahiert wurden. Daraus lasst sich schliefien,
dass die Ursache der fehlenden Peaks der Cs-Isoprenoide die ausbleibende

Derivatisierung ist.

Des Weiteren konnte eine kleine Wasserblase am Boden der Ethylacetat-Phase, welche
nach LLE abpipettiert wurde, beobachtet werden. Diese Wasserblase trat nur dann auf,
wenn eine Fliissig-Fliissig-Extraktion von wadssriger Losung mit Ethylacetat und
anschlieflend die Derivatisierung durchgefiihrt wurde (Abbildung 3.31). Die LLE oder die
Derivatisierung alleine lieflen keine Wasserblasen entstehen und jeder Prozess fiir sich
alleine beeinflusste die Wiederfindung kaum. Alle Versuche die organische Phase nach
der Extraktion mit groffen Mengen an Natriumsulfat zu trocknen scheiterten. Lediglich die

Zugabe eines grofien Uberschusses an Benzoylchlorid und Pyridin erméglichte die
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Derivatisierung der Analyte trotz der Wasserblase. Doch obwohl dieser Ansatz nicht als
dauerhafte Losung des Problems herangezogen werden konnte, lieferte er doch

zusatzliche Informationen, um die Ursache des Dilemmas zu verstehen.

Ausbeute an derivatisierten Analyten nach LLE und anschlielender

Derivatisierung
m Standard
W LLE aus 100 pL
Wasser

Squalen

Gehalt (%)

120

100
8
6
4
2
0 N —— 1|
IP Pre Ger GG
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o

o

Abbildung 3.30 Ausbeute an derivatisierte Analyte nach Extraktion einer wissrigen Losung von jeweils
10 pug/mL Isoprenol, Prenol, Geraniol, Farnesol, Geranylgeraniol und Squalen mit 1000 uL Ethylacetat.
100 % Gehalt entspricht maximaler Ausbeute nach der Derivatisierung, berechnet auf eine derivatisierte
Standardlosung der reinen Isoprenoide in Ethylacetat. 1P = Isoprenol, Pre= Prenol, Ger = Geraniol,
Farn = Farnesol, GG = Geranylgeraniol. Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).

keine e
L Derivatisierung
Deriviatisierung
reines
Losungsmittel
extrahiertes wassrige Blase
Losungsmittel gebildet

Abbildung 3.31 Beobachtung der Abscheidung einer wissrigen Blase nach Zugabe der
Derivatisierungsreagenzien. Dies findet nur statt, wenn vorher eine Fliissig-Fliissig-Extraktion aus Wasser
stattgefunden hat.
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Wahrend der Fliissig-Fliissig-Extraktion vermischt sich Wasser und Ethylacetat, und auch
nach dem Abtrennen der organischen Phase ist ein kleiner Teil Wasser in der
Ethylacetatphase gelost. Dieser wassrige Anteil bleibt normalerweise gelost und trennt
sich nicht von alleine ab. Doch wéhrend der Derivatisierungsreaktion bildet sich als
Begleitprodukt Salzsaure, welche von der Hilfsbase Pyridin abgefangen wird. Es entsteht
das Salz Pyridiniumchlorid, welches wiederum durch Erhéhen der Ionenstarke die
Phasentrennung einleitet, da gesattigte Losungen bzw. Losungen mit erhohter Ionenstarke
eine schlechtere Mischbarkeit mit unpolaren Losungsmitteln haben. Dieser Effekt wird
z.B. auch in der QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
Extraktionstechnik ausgenutzt, um die Wiederfindung polarer Verbindungen zu
erhohen’!. Hier jedoch zieht die entstandene wassrige Blase insbesondere die kleineren
Isoprenoide Isoprenol, Prenol (Cs) und Geraniol (Cio) in die wassrige Phase, in welcher sie
der Derivatisierung entzogen werden. Zusatzlich zu den Analyten kann sich auch ein Teil
des Pyridins in der waéssrigen Phase 1osen, welches dann nicht mehr als Hilfsbase
reagieren kann. Weiterhin kann Benzoylchlorid auch Pyridin selber benzoylieren und das
entstehende Salz die Bildung der wassrigen Phase verstarken. Dies erklart, warum auch in
extrahiertem Ethylacetat ohne Analyte zur Benzoylierung die Bildung einer wéssrigen

Blase zu beobachten ist.

Da die Ursache des Problems in einem ungeeigneten Losungsmittel liegt, welches
wahrend der Flissig-Flissig-Extraktion zu viel Wasser aufnimmt, lag es nahe mehrere
Losungsmittel miteinander zu vergleichen und so ein besser geeignetes Losungsmittel zu

finden. Folgende Losungsmittel wurden gestestet:

e Ethylacetat, Methyl-tert-butylether, Isohexan, Diethylether, Diisopropylether,

Acetonitril

Dichlormethan und Chloroform wurden nicht getestet, weil sie sich aufgrund der hoheren
Dichte unterhalb der wassrigen Phase befunden hatten und dies zu unpraktisch fiir die
nachfolgenden Pipettierschritte gewesen ware. Acetonitril ist mit Wasser mischbar, daher
wurde fiir die Erzwingung einer Phasentrennung zusatzlich Na:SOs eingesetzt. Alle
Losungsmittel wurden in einem Reaktionsgefafs mit Wasser vermischt, geschiittelt und
nach Phasentrennung wieder abpipettiert. Zu der abgetrennten organischen Phase
wurden 10 uL Benzoylchlorid und 10 uL Pyridin pipettiert. Unter den getesteten
Losungsmitteln zeigten nur Isohexan und Diisopropylether keine Neigung zur

Wasserblasenbildung nach Zugabe der Derivatisierungsreagenzien. Da Isohexan ein
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bekanntes und gebrauchliches Losungsmittel fiir die Gaschromatographie ist, wurde
dieses als neues organisches Losungsmittel fiir die Aufarbeitung gewdhlt. Als letzte
Anderung  wurde  Benzoylchlorid  durch  seine  perfluorierte  Variante
Pentafluorbenzoylchlorid (PFBCI) ersetzt, um schnellere Reaktionszeiten und bessere
Kompatibilitat fiir negative chemische Ionisation (NCI) in eventuellen, kiinftigen

Versuchen zu ermdglichen.

Ein anschliefend durchgefiihrtes Wiederfindungsexperiment zeigte nach erfolgter
Extraktion und Derivatisierung gute Ausbeuten von mindestens 75% bei allen Analyten
(Abbildung 3.32).

Wiederfindung der Isoprenoide nach Extraktion und Derivatisierung
Wiederfindung (%)
120

100
80
6
4
2

Isoprenol Prenol Geraniol Farnesol Geranylgeraniol Squalen
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o

Abbildung 3.32 Wiederfindung pentafluorbenzoylierter Alkohole nach Extraktion von jeweils 10 ug Analyt
aus 600 uL. H20 mit 2 x 600 uL Isohexan und anschlieffender Derivatisierung. Derivatisierung durch
Zugabe von 10 uL PFBCI und 10 uL Pyridin. 100% bezieht sich auf das Messsignal einer derivatisierten
Standardlosung. Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).

Der letzte zu iberpriifende Schritt ist die Hydrolyse der Phosphatester, da sowohl
Isoprenol als auch Prenol in der Zelle als Pyrophosphatester vorliegen (IPP und DMAPP).
Dazu wurde 2 pug IPP zu bekannten Bedingungen (4 Units, 40°C, 1 h, pH =10,4) mit der
alkalischen Phosphatase inkubiert, extrahiert, derivatisiert und mit einer Standardlésung
gleicher Stoffmengen-Konzentration verglichen. Es stellte sich heraus, dass die fiir
Farnesylpyrophosphat optimierten Bedingungen ausreichen, um auch

Isopentenylpyrophosphat vollstandig zu lysieren.
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Damit war es gelungen Isoprenol, Prenol, Geraniol, Geranylgeraniol als zusatzliche
Analyte neben Farnesol dem Testsystem hinzuzufiigen. Die Methode hat sich im Vergleich

zu Kapitel 3.2.2 wie folgt verandert (Abbildung 3.33, Anderungen gelb markiert):

¢ Abzentrifugation und Waschen der Zellen

e Zelllyse in NaOH (1M)

¢ Pufferung (pH = 10,4) + Phosphatase (4 U)

e Fliissig-FlUssig Extraktion (Isohexan)

e Derivatisierung (PFBCI/Pyridin)

e GC-MS

Abbildung 3.33 Schema der modifizierten Methode. Die neuen Schritte, das Extraktionsmittel und die
Derivatisierung mit PFBCI, sind gelb markiert. Die restlichen Schritte sind gleichgeblieben (vgl.
Kapitel 6.1).

Abschlieffend stand nur noch die experimentelle Bestatigung aus, dass das Testsystem
nicht nur theoretisch, sondern auch tatsiachlich in der Lage ist eine Akkumulation von
Isoprenol und Prenol nach Hemmung der Farnesyldiphosphat-Synthase zu messen. Fiir
die entsprechenden Versuche in einem zelluldren Testsystem brauchte es wieder einen
geeigneten Referenzinhibitor. Der Inhibitor, welcher hierfiir verwendet wurde, ist die
Zoledronsaure. Die Zoledronsdure ist ein von Novartis entwickeltes Bisphosphonat
(Handelsnamen: Zometa, Aclasta, Zoledro-Denk), welches bei tumorinduzierter
Hypercalciamie und bei Osteoporose zum Einsatz kommt. In Zellen wurde es bereits
mehrfach verwendet, um Isopentenylpyrophosphat und Dimethylallylpyrophosphat zu
akkumulieren®2. HL-60 Zellen wurden mit diesem Inhibitor in verschiedenen
Konzentrationen (500 pM, 1000 uM, 2000 uM) 24 h lang inkubiert. Zusatzlich wurde
wieder NB-598 (30 nM) aus den in Kapitel 3.1.3 erwédhnten Griinden hinzugegeben.
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Anschliefend wurden die Zellen nach der aktuellen Vorschrift aufgearbeitet und die

Extrakte analysiert (Abbildung 3.34).

Mit steigender Konzentration an Zoledronsdure nimmt der Gehalt an durch NB-598
akkumulierten Squalen ab und gleichzeitig akkumuliert Isopentenylpyrophosphat.
Allerdings akkumuliert kein Dimethylallylpyrophosphat, obwohl dies bei reiner FPPS-
Hemmung passieren miisste. Dieser Effekt ist noch nicht bekannt oder in der Literatur
beschrieben. Die meisten Assays basieren auf LC-MS Systemen und diese konnen IPP und
DMAPP - im Gegensatz zu dem von mir entwickelten Assay - nicht unterscheiden. Die
Akkumulation von IPP, aber nicht DMAPP, weist auf eine Hemmung der FDPS hin. Ohne
Hemmung der Isomerase wiirde DMAPP in dhnlichem Mafle ansteigen wie IPP (siehe
YM175 in Kapitel 4.1). Es sind noch keine Referenzinhibitoren fiir die Hemmung der

humanen IPP-Isomerase bekannt.

Inkubation von HL-60-Zellen mit Zoledronsaure
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Abbildung 3.34 Akkumulation von Squalen, Isoprenylpyrophosphat und Dimethylallylpyrophosphat
(bestimmt nach Dephosphorylierung als Isoprenol und Prenol) nach Gabe von NB-598 und Zolendronsiure.
ZOL = Zolendronsiure. NB-598 wurde in der iiblichen Konzentration von 30 nM zugesetzt. Fehlerbalken:
Standardabweichung (n =3).
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3.2.5.3 Mevalonat

Ungtinstigerweise tragt Mevalonat (MVA) als Carbonsaure unter den Bedingungen, die
nach dem Einsatz der Phosphatase vorliegen (ca. pH = 10), eine negative Ladung und
bildet somit Salze, welche nicht fliichtig sind und daher auch nicht mittels GC-MS
gemessen werden konnen. Um dieses Problem zu 16sen, wurde eine typische Reaktivitat
von Mevalonat unter sauren Bedingungen ausgeniitzt. Uber die endstindige
Carbonsdure- und Alkoholgruppe kann Mevalonat in einer intramolekularen Esterbildung
ein Lacton ausbilden. Diese Gleichgewichtsreaktion ist abhdngig von der Konzentration
und dem pH-Wert (Abbildung 3.35). In saurer Losung liegt das Gleichgewicht auf der

Seite von Mevalonolacton, in alkalischer Losung auf der Seite von Mevalonat.

H;C OH
O H,c OH
HO OH
o} o}

Abbildung 3.35 Umwandlung von Mevalonat in Mevalonolacton.

Mevalonolacton (MVA-L) tragt keine Ladung mehr und kann als fliichtiges Molekiil (Sdp.
145-150°C, 5,0 mm Hg?*) mittels GC-MS gemessen werden. Nach den ersten Experimenten
zeigte sich jedoch schon die erste Hiirde. Mevalonolakton ist im Gegensatz zu den
restlichen Analyten nicht in jedem organischen Losungsmittel 16slich (Abbildung 3.36).
Eine Extraktion mit Isohexan wie bisher war somit nicht mehr moglich und ein anderes
Extraktionsmittel musste gefunden werden. Dieser Umstand war besonders argerlich, weil
im Zuge der Derivatisierungsversuche (siehe Kapitel 3.2.5.1) Isohexan zusammen mit
Diisopropylether als einzige geeignete Losungsmittel identifiziert wurden, in welchen sich
die Derivatisierung von Isoprenol, Prenol, Farnesol und Geranylgeraniol nach Extraktion
problemlos durchfiihren ldsst. Da beide Losungsmittel nicht in der Lage waren
Mevalonolacton aus wassriger Phase zu extrahieren, blieb nichts anderes {ibrig, als zu
Ethylacetat zurtickzukehren und das Problem der Wasserblasen-Bildung musste auf eine
andere Weise gelost werden, als durch den zwischenzeitlich gewdhlten Wechsel des

Losungsmittels zu Isohexan.
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Abbildung 3.36 Fliche des Mevalonolacton-Peaks in verschiedenen Losungsmitteln nach LLE aus Wasser.
Da ein Peak nur in Ethylacetat zu beobachten ist, lassen sich daraus Riickschliisse auf die Loslichkeit von
Mevalonolacton in den anderen Losungsmitteln ziehen. Fehlerbalken: Standardabweichung (n = 3).

Dies wurde durch einen zusatzlichen Arbeitsschritt erreicht: blast man nach der
Extraktion das Losungsmittel mittels eines Stickstoffstroms ab, so verdunstet nicht nur das
Ethylacetat, sondern auch das wenige Wasser, welches aus der Fliissig-Fliissig-Extraktion
stammt. Dies klappt deshalb so gut, weil Ethylacetat und Wasser ein azeotropes Gemisch
bilden, welches einen noch niedrigeren Siedepunkt als die einzelnen Substanzen fiir sich
besitzt (Wasser: 100°C, Ethylacetat: 78°C, Wasser/Ethylacetat-Gemisch: 70°C). Wichtig ist
jedoch, die organische Phase nicht ganz trocken zu blasen, sondern einen Rest
Losungsmittel iibrig zu lassen (ca. 100 - 200 puL). Durch diesen Kniff ldsst sich verhindern,
dass die ebenfalls relativ fliichtigen Analyte Isoprenol bzw. Prenol mit abgeblasen werden.
Nachdem der grofste Teil des organischen Losungsmittels nach der Extraktion abgeblasen
wurde, kann der Riickstand in Ethylacetat neu gelost werden. Da dieses Ethylacetat noch
nicht mit Wasser in Berithrung gekommen ist, findet die Derivatisierungsreaktion ohne
Probleme und ohne Bildung einer storenden Wasserblase statt. Die erfolgreiche
Derivatisierung von Mevalonolacton zu Mevalonolactonbenzoat wurde Chromatogramm

(Retentionszeitverschiebung) und Massenspektrum bestatigt.

Die so modifizierte LLE ermoglicht es, Mevalonolacton aus wassrigem Milieu zu
extrahieren und zu analysieren. Da jedoch in Zellen Mevalonat bzw. dessen
phosphorylierte Derivate vorliegen, miissen diese wie bereits erwahnt vor der Extraktion
durch Ansduern in seine Laktonform tiberfithrt werden. In ersten Versuchen wurde dazu
die wassrige Mevalonat-Losung mit 1 M Salzsdure angesauert (1 h) und es konnte ein

Mevalonolacton-Signal nach Extraktion mit Ethylacetat erhalten. Um den Einfluss des pH-
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Wertes weiter zu untersuchen, wurde die Laktonisierung bei mehreren pH-Werten
untersucht (pH-Wert=1: HCl, pH-Werte = 2-4: Citronensaure + HCI/NaOH Puffer) und
das erhaltene Messsignal nach LLE mit einer Standardlésung von MVA-L in Ethylacetat
verglichen (Abbildung 3.37).

Einfluss des pH-Wertes auf die Umwandlung von
Mevalonsadure zu Mevalonolacton
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40
20 III Iil
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Abbildung 3.37 Umwandlung von MVA zu MVA-L bei verschiedenen pH-Werten (pH-Wert 1: HCI,
pH-Werte 2-4: Citronensiure + HCI/NaOH Puffer) und anschlieffender LLE mit Ethylacetat. Reaktionszeit:
1h. 100% entspricht einer vollkommenen Umwandlung von MVA zu MVA-L (berechnet durch Vergleich
mit einer MV A-L-Standardlosung). Fehlerbalken: Standardabweichung (n =3).

Da die Ausbeute der Lactonisierung in ersten Experimenten jedoch noch nicht gut genug
war, wurde in weiteren Versuchen der Einfluss verschiedener Parameter auf die
Laktonisierung und die Fliissig-Fliissig-Extraktion von Mevalonat untersucht, um die

optimalen Bedingungen herauszufinden (Abbildung 3.38).
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Abbildung 3.38 Wiederfindung von Mevalonolacton aus Mevalonat in einer wissrigen Losung (pH = 2) mit
anschliefSender Extraktion mit Ethylacetat. 100 % entspricht einer vollstindigen Umwandlung von
Mevalonat in. Fehlerbalken: Standardabweichung (n =3).

Es stellte sich heraus, dass sich das Gleichgewicht der Reaktion von Mevalonat zu
Mevanololacton bereits nach kurzer Zeit einstellt. Kurz nach der Zugabe von Mevalonat
zu dem Puffer (Zeitpunkt 5 min) war bereits fast die maximal erreichbare Menge an
Mevalonolacton zu messen. Nach 30 Minuten erreichte die extrahierte Menge an
Mevalonolacton ihr Maximum, danach ist sogar ein leichter Riickgang messbar (ca. 10 %
nach 2 Stunden). Der Effekt, dass die Wiederfindung von Mevalonolacton im Laufe der
Zeit wieder absinkt, konnte in weiteren Experimenten bestatigt werden. Die Ursache fiir
diesen Schwund ist hochstwahrscheinlich eine Nebenreaktion von Mevalonolacton in
saurem Milieu (Abbildung 3.39).
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Abbildung 3.39 Dehydratisierung von Mevalonolacton in Anwesenheit von Siure.

Die Dehydratisierungsreaktion scheint langsamer abzulaufen als die Umwandlung von
Mevalonat zu Mevalonolacton. Davon abgesehen beschleunigt auch ein zu niedriger pH-
Wert die weitere Umsetzung von Mevalonolakton. Die Extraktion von MVA-L in die
organische Phase lasst sich weiter steigern durch den Einsatz von Magnesiumsulfat nach
dem Prinzip des ,Aussalzens”. Die Schiitteldauer zur Einstellung des Gleichgewichts
wahrend der Fliissig-Fliissig-Extraktion hatte keinen messbaren Einfluss auf die Effizienz

der LLE und somit auf die Hohe des Messsignals von Mevalonolakton.

Nach der Extraktion wurde als ndchstes die Hydrolyse der Mevalonatphosphat/
Mevalonatpyrophosphat tiberpriift. Denn Mevalonat liegt in Zellen sowohl als freier
Alkohol als auch 1-fach und 2-fach phosphoryliert vor. Je nachdem, ob die Mevalonat-
Kinase, die Mevalonatphosphat-Kinase oder die Diphosphomevalonat-Decarboxylase
gespalten wird, akkumuliert blankes Mevalonat oder eines der phosphorylierten Derivate.
Um zu uberpriifen, ob verestertes Mevalonat mit der bereits verwendeten alkalischen
Phosphatase erfolgreich gespalten werden kann, wurde Mevalonatpyrophosphat auf eine
wassrige Losung lysierter Zellen aufdotiert und unter den fiir Farnesol entwickelten
Bedingungen hydrolysiert (4 Units alk. Ptase, pH =10,4, 1 h, 40°C), angesauert (mit 6 M
HCl), extrahiert und als Mevalonolacton gemessen. Im Vergleich dazu wurde dieselbe
Menge Mevalonolacton auf die lysierten Zellen gegeben und ebenfalls extrahiert und
gemessen. In beiden Ansdtzen konnte dieselbe Menge an Mevalonolacton gemessen
werden, sodass gefolgert werden kann, dass die Methode zur Hydrolyse der
Phosphatester unverandert von der bisherigen Methode iibernommen werden kann. Die
Erfahrung hat gezeigt, dass 30 pL Salzsaure (6 M) reicht, um den pH-Wert zuverlassig auf

1 - 2 einzustellen.
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Unter Beriicksichtigung der gewonnen Erkenntnisse wurde die bisherige Methode (blaue

Pfeile) wie folgt modifiziert (gelbe Pfeile):

~

¢ Zellen von Medium abtrennen und waschen
J

~

e Zelllyse in NaOH (1M)

e Pufferung (pH 10,4) + Phosphatase

e Ansduern mit 30 uL HCI (6M)

~

e Fllissig-Flussig Extraktion mit Ethylacetat (2x)

J

" . " . p
* Losungsmittel grofRtenteils abblasen (N,) und
Wiederaufnehmen in Ethylacetat

J

N
e Derivatisierung

* GC-MS

Abbildung 3.40 Schematischer Uberblick der Aufarbeitung. Gelbe Pfeile signalisieren Anderungen
gegeniiber der vorherigen Version. Ansiuern der gepufferten, wissrigen Losung nach der Hydrolyse mit
30 uL HCI (6 M) lisst den pH-Wert zuverlissig auf 1 - 2 absinken.

Um zu zeigen, dass mit dem Assay eine Akkumulation von Mevalonat (oder
phosphoryliertem Mevalonat) nach Hemmung eines entsprechenden Enzyms (Mevalonat-
Kinase, = Mevalonatphosphat-Kinase = oder = Mevalonatpyrophosphat-Decarboxylase)
gemessen werden kann, wurden HL-60 Zellen mit dem Mevalonat-Kinase Inhibitor
6-Fluormevalonat®* behandelt (Abbildung 3.41). Nach Inhibition durch 6-Fluormevalonat
sollte Mevalonat in den Zellen akkumulieren, welches nach Umwandlung und Extraktion
als Mevalonolaction zu messen sein sollte (wie bereits L. Henneman im Jahre 2011 zeigen

konnte®).
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Abbildung 3.41 Strukturformel von 6-Fluormevalonat

Die Zell-Versuche zeigten allerdings keine Akkumulation von Mevalonat nach Inkubation
der Zellen mit 6-Fluormevalonat. Dies liegt vermutlich daran, dass die akkumulierte
Menge an Mevalonat zu niedrig ist. Erst ab 20 ug/mL Mevalonatpyrophosphat (MVAPP)
ist ein ordentliches Signal in der GC-MS zu detektieren. Dazu kam die nach wie vor
schlechte Wiederfindung (<25%) aus dem Extraktionsprozess (Lactonisierung/Fliissig-
Fliissig-Extraktion), welche sich im Vergleich zu den bisherigen Optimierungsversuchen

nicht verandert hatte.

Es konnte aber definitiv gezeigt werden, dass die Aufarbeitung prinzipiell in der Lage ist
Mevalonatpyrophosphat in Zellen nachzuweisen. Es konnte in Versuchen auch gezeigt
werden, dass die Menge an entstandenen Mevalonolacton aus MVAPP, welches auf
Zellmatrix gegeben und aufgearbeitet wurde, gleich der Menge an Mevalonolacton ist,
welches direkt zur Zellmatrix hinzugegeben und in gleicher Weise extrahiert wurde. Dies
ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die Ursache der fehlenden Mevalonat-Akkumulation
nicht eine mangelhafte Hydrolyse des Pyrophosphats oder ein negativer Einfluss der
Matrix ist. Denn gébe es ein Problem mit der enzymatischen Hydrolyse oder der Matrix,
wiirde das aufdotierte MVA-PP nicht dieselbe Menge an Mevalonolacton generieren wie

die Zugabe von Mevalonolacton direkt vor der Aufarbeitung.

Es drangte sich der Eindruck auf, dass das Problem in der schlechten Extraktion beim
Ausschiitteln von MVA-L in die organische Phase liegt. Selbst wenn gleich MVA-L zur
Extraktion eingesetzt wird, ist die Ausbeute gering. Entweder ist die Verteilung von
Mevalonolakton nicht gentigend auf der organischen Seite, sodass ein zweimaliges
Ausschiitteln immer noch keine zufriedenstellende Wiederfindung gewahrleistet. Dies
konnte daran liegen, dass MVA-L zu polar ist. Oder die Gleichgewichtsreaktion liegt in
den gewahlten wassrigen Bedingungen immer noch zu sehr auf der Seite von Mevalonat.
Beide Griinde wiirden erklaren, weshalb auch Mevalonolakton — welches nicht erst noch
in seine Lakton-Form umgewandelt werden muss — dieselbe schlechte Wiederfindung
zeigt.
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Um aufzukldren, ob eine zu hohe Polaritdt des Molekiils ein Problem fiir die Fliissig-
Fliissig-Extraktion darstellt, welche ein wesentlicher Schritt in der Aufarbeitung der
biologischen Proben ist, wurde der log P-Wert von Mevalonolakton naher betrachtet.
LogP ist ein Wert, welcher die Verteilung einer Substanz innerhalb eines
Zweiphasensystems bestehend aus Wasser und organischer Phase (meist wird n-Octanol
verwendet) beschreibt. Dabei wird die Konzentration der Substanz in der n-Octanol-Phase
durch die Konzentration in der wassrigen Phase geteilt (Kow- oder auch P-Wert) und
anschlieBend der Ubersichtlichkeit halber der dekadische Logarithmus gebildet (Formel
3.1). Liegt der log P-Wert im Negativen, so iiberwiegt der Anteil in der wassrigen Phase
und ein quantitatives Ausschiitteln der Substanz in eine organische Phase ist nur schwer

moglich.

n—O0ctanol

C
logP = log

Cwasser

Formel 3.1 Berechnung des Verteilungskoeffizienten P bzw. log P

Es konnte kein experimentell bestimmter Verteilungskoeffizient fiir MVA-L gefunden
werden, aber einige berechnete log P-Werte: ALOGPS -> -0,14; ChemAxon ->-0,43; ACD ->
-0,93 (verwendete Software -> berechneter log P). Die berechneten Werte sagen vorher,
dass sich Mevalonolakton eher schlecht in die organische Phase ausschiitteln lasst. Das
erklart auch, weshalb die Erh6hung der Ionenstarke durch Zugabe von Magnesiumsulfat
einen so grofien Effekt auf die Wiederfindung besitzt. Es scheint also, dass die schlechte
Ausbeute nicht nur auf die standige Gleichgewichtseinstellung zwischen Mevalonat und
Mevalonolakton zuriickzufiihren ist, sondern auch an der ungiinstigen Verteilung von

MVA-L zwischen wassriger und organischer Phase liegt.

Eine Literaturrecherche offenbarte, dass andere Forschergruppen ebenfalls nur niedrige
Ausbeuten von Mevalonat in Fliissig-Fliissig-Extraktionen hatten (25,3 %%, 51,2 %%,
21 %°). Obwohl dort das Problem mithilfe geeigneter interner Standards (z.B. deuteriertes
Mevalonat) umgangen bzw. einfach toleriert wurde, kommen diese Losungsansatze fiir
diesen Assay nicht in Betracht. Nur eine ausreichende Extraktionsausbeute garantiert,
dass die niedrigen Mengen an akkumuliertem Mevalonat zuverldssig gemessen werden

konnen. Und in der Tat konnte mit diesem Assay noch keine Akkumulation von
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Mevalonat in Zellen gemessen werden, obwohl andere Gruppen (welche andere
analytische Methoden verwendeten) dies bereits mit dem gleichen Inhibitor zeigen

konnten®.

Zuséatzlich zum Extraktionsproblem ergab sich im Laufe der Zeit noch ein weiteres
Problem: Die Peakform von Mevalonat verschlechterte sich durch Zunahme des Tailings
uber einen Zeitraum von 3 Monaten so sehr, dass die unterste messbare
Konzentrationsgrenze (LOD) von 1 pg/mL auf 10 pg/mL anstieg. Dieser Effekt zeigte sich
nur bei MVA-L, aber nicht bei den anderen Analyten. Der schon vorher eher schlechte
LOD-Wert von MVA-L war also noch schlechter geworden. Dieser Effekt in Kombination
mit der schlechten Extraktionsausbeute verhinderte trotz grofler Anstrengungen, dass fiir
Mevalonat eine Methode entwickelt werden konnte, welche den Anforderungen des
Assays geniigte. Uber die Griinde der Verschlechterung der Peakform kann nur spekuliert
werden. Grundsatzlich wird eine Peakform immer dann schlechter, wenn die Auflésung
der Substanz auf der GC-Sdule schlechter wird, z.B. durch Abnutzung oder
Verschmutzung der Saule. Eine Arbeit von Woollen et al. aus dem Jahr 2001 berichtet iiber
denselben Effekt von Mevalonat®. Woollen erklart die sich verschlechternde Peakform mit
einer zunehmenden Schadigung der Saule durch die teilweise Extraktion von Salzsaure
aus saurer Losung. So soll wahrend der Fliissig-Fliissig-Extraktion ein wenig saure
wassrige Phase in der organischen Phase verbleiben und dadurch mit in den
Gaschromatographen injiziert werden. Die Saure gelangt auf die GC-Saule und schadigt
das Sdulenmaterial, wodurch die Peakform von Mevalonat schlechter wird. Eine wirkliche
Losung fiir dieses Problem gibt es nicht, aufSer einer Neutralisation der organischen Phase
mit neutralem/basischem Puffer. Dies bedingt allerdings einen weiteren Kontakt des
Mevalonolaktons in der organischen Phase mit einer wassrigen Phase und somit eine

weitere Verschlechterung der Ausbeute.

3.2.6 Fazit zur Variante B

Der Plan Variante B war es die Inhibition von Enzymen innerhalb des Prasqualen-
Abschnittes der Cholesterolbiosynthese durch die Akkumulation der jeweiligen
Enzymsubstrate darzustellen. Um dieses Ziel zu erreichen, wurde der Einsatz von
alkalischer Phosphatase als zusatzlicher Schritt in der Probenaufarbeitung etabliert. Nach

Abschluss der Methodenentwicklung ist es gelungen die konzentrationsabhangige
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Akkumulation von Farnesol nach Hemmung der Squalensynthase durch Saragossasdure
nachzuweisen. Danach wurde das Testsystem durch Analyse weiterer Isoprenoide um die
beiden Enzyme Farnesylpyrophosphat-Synthase und Isopentenylpyrophosphat-Isomerase

erweitert.

Nach Anderung des Extraktionsmittels auf Isohexan und Derivatisierung mittels
Pentafluorbenzoylchlorid war es moglich zusatzlich zu Farnesylpyrophosphat auch
Isopentenylpyrophosphat, Dimethylallylpyrophosphat auch Geranylgeranylpyrophosphat
aus Zellen zu extrahieren und zu messen. In biologischen Tests von Referenzinhibitoren
konnte gezeigt werden, dass eine Hemmung der Farnesylpyrophosphat-Synthase mit
Zoledronsaure tatsachlich eine messbare Akkumulation von Isopentenylpyrophosphat
nach sich zieht. Nach Hemmung mit Squalensynthase-Inhibitor Saragossasdure konnte
zudem die (fiir die Cholesterolbiosynthese irrelevante) Akkumulation von
Geranylgeranyldiphosphat gezeigt werden, welche bereits von anderen Arbeitsgruppen
beobachtet wurde”®. Nur bei Mevalonat war es nicht moglich eine zufriedenstellende
Extraktion von Mevalonat zu gewahrleisten und diese in die bestehende Methode
einzuarbeiten. Es konnte zwar eine Extraktionsmethode entwickelt werden, doch diese litt
unter niedrigen Ausbeuten trotz deutlichem Mehraufwand wéahrend der
Probenaufarbeitung. Daher wurde entschieden Mevalonat nicht in den Assay mit

aufzunehmen.

Bevor mit dieser Methode weitere Substanzen auf eine potentielle Hemmung innerhalb
des Prasqualen-Abschnittes getestet wurden, wurde noch eine ausfiihrliche Validierung

durchgefiihrt, um die Leistungsfahigkeit und die Grenzen des Assays zu bestimmen.

3.3 Validierung

Eine Methode zu validieren bedeutet, zu beweisen, dass die Leistungsfahigkeit der zu
validierenden Methode ihren Anspriichen tatsachlich gentigt (,fit for purpose”®). Wird
zum Beispiel der Gehalt einer Substanz mittels linearer Kalibriergerade berechnet, so muss
erst gezeigt werden, dass die zu erwartenden Messsignale auch tatsachlich in einem
linearen Verhiltnis zu den wahren Konzentrationen der Substanz stehen. Andererseits
konnen die verschiedenen Validierungsparameter auch dazu dienen, die jeweilige

Methode in ihrer allgemeinen Leistungsfdhigkeit zu bewerten und mehrere Methoden
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miteinander zu vergleichen. Zum Beispiel ist bei sonst gleichen Leistungskriterien
diejenige Methode vorzuziehen, welche eine niedrigere relative Standardabweichung, also
eine bessere Prazision besitzt. Die Methodenvalidierung ist demnach ein essentieller Teil
jeder Methodenentwicklung und stets vor den eigentlichen Messungen durchzufiihren.
Denn ohne Kenntnis der bestimmten Validierungsparameter lassen sich Messergebnisse

nicht vollstandig interpretieren.

Im Folgenden wird auf die einzelnen Schritte der Validierung detailliert eingegangen. Die
Richtlinie der European Medicines Agency (EMA) zu Validierung von bioanalytischen
Methoden” diente als Vorlage und Orientierung fiir die Validierung des beschriebenen
Testsystems zur Charakterisierung von Inhibitoren des Prasqualen-Abschnitts der

Cholesterolbiosynthese.

Linearitit:

Die Linearitit wurde tiberpriift, indem Verdiinnungen einer Mischung aller Analyte auf
aufgearbeitete Matrix pipettiert wurden (,matrix matched calibration”), um letztendlich
folgende Konzentrationen zu erhalten: 1000 ng/mL, 750 ng/mL, 500 ng/mL, 250 ng/mL, 100
ng/mL, 10 ng/mL und 1 ng/mL; dazu jeweils 1000 ng/mL Cholestan als Interner Standard.
Die Standards werden auf aufgearbeitete Matrix gegeben, um eventuelle Einfliisse der
Matrix auf Signale mit zu beriicksichtigen. Die Konzentrationsstufen wurden als Triplikate
vermessen und eine !/x gewichtete Kalibriergerade erstellt. Die Gewichtung der
Abstandsquadrate, welche zur Berechnung der linearen Ausgleichsgerade verwendet
werden, um den Faktor !/x (x =Konzentration) ist erforderlich, da die Methode einen
Konzentrationsbereich iiberspannt, der mehrere Zehnerpotenzen grofs ist (bis zu Faktor
1000). Da bei der Berechnung der Ausgleichsgerade nur absolute Abweichungen der
Messwerte zur Kalibrierfunktion beriicksichtigt werden, wiirden ansonsten die relativen
Abweichungen bei den kleineren Konzentrationen grofier als bei den hoheren
Konzentrationen ausfallen. Eine Gewichtung von !/x bei der Berechnung der

Ausgleichsgerade kann diesen Effekt kompensieren.
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Abbildung 3.42 Kalibrierkurven der einzelnen Analyte. Dargestellt sind die Konzentrationsstufen, welche in
Tabelle 3.4 fiir die jeweiligen Substanzen dargestellt sind und die dazugehorige lineare Ausgleichsgerade
(1/x gewichtet). IS = Cholestan.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.42 dargestellt. In einem ersten Schritt werden die
Werte optisch auf ihre Linearitadt tiberpriift. AufSerdem fordert die EMA-Richtlinie, dass

mithilfe der Kalibriergeraden und der Messergebnisse aus dem Validierungsexperiment
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die Konzentrationen der einzelnen Konzentrationsstufen riickberechnet werden sollen.

Diese berechneten Konzentrationen sollen nicht starker als 15% (bzw. 20% auf der jeweils

niedrigsten Konzentrationsstufe) von den nominalen Konzentrationen abweichen (Tabelle

3.4).
Isoprenol Prenol
nominale berechnete | Abweichung nominale berechnete | Abweichung
Konzentration | Konzentration (%) Konzentration | Konzentration (%)
1000 941,5008 -5,8 1000 965,3746068 -3,5
750 800,2021 6,7 750 763,1998712 1,8
500 533,43 6,7 500 532,2228315 6,4
250 242,011 -3,2 250 259,4939348 3,8
100 84,71686 -15,3 100 84,98372569 -15,0
10 8,385944 -16,1 10 9,339794664 -6,6
1 1,272505 27,3 1 1,128228348 12,8
Farnesol Geranylgeraniol
nominale berechnete | Abweichung nominale berechnete | Abweichung
Konzentration | Konzentration (%) Konzentration | Konzentration (%)
1000 1086,138593 8,6 1000 1140,981 14,1
750 684,0225836 -8,8 750 677,7852 -9,6
500 473,1362895 -5,4 500 469,6371 -6,1
250 251,6660086 0,7 250 226,1444 -9,5
100 104,8550539 4,9 100 82,35437 -17,6
10 12,87403 28,7
Squalen
nominale berechnete | Abweichung
Konzentration | Konzentration (%)
1000 1014,17 1,4
750 707,45 -5,7
500 510,26 2,1
250 271,46 8,6
100 97,92 -2,1
10 9,24 -7,6
1 1,04 3,6

Tabelle 3.4 Abweichungen der mittels Kalibriergerade berechneten Konzentrationen und den Soll-
Konzentrationen. Die jeweils unterste Konzentration ist die niedrigste quantifizierbare Konzentration und
variiert von Analyt zu Analyt.

Die EMA Richtlinie fordert, dass 75 % der berechneten Konzentrationen eine Abweichung

von maximal 15 % gegeniiber der Soll-Konzentration aufweisen. Bei der niedrigsten
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Konzentrationsstufe werden 20 % Abweichung toleriert. Die Analyte Prenol, Farnesol und
Squalen erfiillen dieses Kriterium einwandfrei. Isoprenol reifst in den Konzentrationen 100
und 10 ng/mL die 15 % Grenze nur leicht (-15,3 % und -16,1 %) und auf der niedrigsten
Konzentration betragt die Abweichung 27,3 %. Allerdings sind nach Richtlinie Ausreifier
erlaubt und die absolute Abweichung immer noch sehr gering und daher gut verkraftbar.
Geranylgeraniol hat ebenfalls eine leicht erh6hte Abweichung bei 100 ng/mL (-17,6 %) und
einen Ausreifler auf der niedrigsten Konzentrationsstufe. Insgesamt zeigen die
Kalibriergeraden jedoch eine gute Linearitit und ausreichend niedrige relative

Abweichungen iiber den gesamten Konzentrationsbereich.

Prazision

Die Préazision wurde ermittelt, indem ein Analyt-Mix in verschiedenen Konzentrationen
auf aufgearbeitete Matrix pipettiert wurde (resultierende Konzentrationen: LLOQ,
100 ng/mL, 500 ng/mL und 1000 ng/mL). Sechs Proben jeder Konzentrationsstufe, welche
auf diese Art hergestellt wurden, wurden analysiert und die relative Standardabweichung
(RSD) berechnet (siehe Tabelle 3.5).

Analyt Relative Standardabweichung (%)
1000 ng/mL 500 ng/mL 100 ng/mL LLOQ
Isoprenol 0,8 9,8 11,8 9,3
Prenol 43 8,7 14,0 8,9
Farnesol 11,7 11,6 4,8 4,8
Geranylgeraniol 13,0 13,4 16,0 19,0
Squalen 3,9 9,1 4,0 4,2

Tabelle 3.5 Prizisions-Werte fiir die einzelnen Analyte, berechnet als relative Standardabweichung.

Erlaubt gemafs EMA-Richtlinie ist eine relative Standardabweichung von maximal 15 %
bzw. 20 % am LLOQ. Fast alle berechneten Standardabweichungen sind innerhalb der
erlaubten Grenzen, mit Ausnahme von Geranylgeraniol bei 100 ng/mL (16,0 % statt

<15 %). Die Methode zeigt damit eine ausreichende Prazision.
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Richtigkeit

Die Richtigkeit ist ein wichtiger Parameter jeder Methode, denn sie offenbart den
systematischen Fehler. Ein wichtiger Bestandteil der Bestimmung der Richtigkeit ist der
Vergleich eines Standards bekannter Konzentration (QC-Standard) mit der mittels
Kalibriergerade berechneten Konzentration (berechnet aus separaten Kalibrierstandards).
Das Prinzip ist dhnlich zur Bestimmung der Abweichungen, welche fiir die Beurteilung
der Qualitit der Linearitdt verwendet wurde. Allerdings stammt die Kalibriergerade
dieses Mal nicht aus demselben Experiment, sondern aus Kalibrierstandards, welche

separat zu dem QC-Standard hergestellt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.6

dargestellt.
Nominale Berechnete
Analyt Konzentration Konzentration Abweichung (%)
(ng/mL) (ng/mL)

Isoprenol 100 101,7 +1,7
Prenol 100 102,9 +2,9
Farnesol 100 93,3 -6,7
Geranylgeraniol 100 92,4 -7,6
Squalen 100 105,7 +5,7

Tabelle 3.6 Bestimmung der Konzentrationen von QC-Proben bekannter Konzentration unter Verwendung
einer Kalibriergerade aus Kalibrierproben. Es wurden Triplikate vermessen und Cholestan als interner
Standard verwendet.

Samtliche Abweichungen sind weit unter 15 % und erfiillen somit die Kriterien der EMA-

Richtlinie.

Ein weiterer wichtiger Parameter zur Beurteilung der Richtigkeit ist die Wiederfindung
(WDEF); insbesondere, falls eine komplexe Probenaufarbeitung verwendet wird. Je
niedriger die Wiederfindung eines Analyten, desto mehr Analyt geht wahrend der
Aufarbeitung verloren. Zwar ist es theoretisch moglich trotz schlechter Wiederfindung
den systematischen durch einen geeigneten Internen Standard zu eliminieren, doch ist sie
trotzdem ein schlechtes Zeichen und wirkt sich auf indirektem Wege negativ auf die
Prazision, Empfindlichkeit und andere Parameter aus. Zur Berechnung der
Wiederfindung wurden Verdiinnungen der freien Alkohole in verschiedenen
Konzentrationsstufen auf frisch hergestelltes Zell-Lysat pipettiert (1000 ng/mL, 750 ng/mL,
500 ng/mL, 250 ng/mL, 100 ng/mL, 10 ng/mL und 1ng/mL). Anschliefend wurden die
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Proben entsprechend der Vorschrift (siehe Kapitel 6.1) aufgearbeitet und gemessen. Dieser
Wert wird durch den Messwert geteilt, welcher durch Aufdotierung derselben Analyt-

Konzentrationen auf bereits aufgearbeiteter Matrix erhalten wird (Tabelle 3.7).

Analyt O WDEFE min./max. WDF
Isoprenol 101 % 86-123 %
Prenol 81 % 63-110 %
Farnesol 103 % 90-111 %
Geranylgeraniol 91 % 72-121 %
Squalen 101 % 83-120 %

Tabelle 3.7 Bestimmung der Wiederfindung. Es wurden Triplikate vermessen und Cholestan als interner
Standard verwendet. Die Konzentrationsstufen entsprechen den Konzentrationsstufen, welche auch fiir die
Kalibriergeraden zur Bestimmung der Linearitit verwendet wurden. @ WDF gibt die durchschnittliche
Wiederfindung iiber den gesamten Konzentrationsbereich an; min./max. WDF gibt die jeweils kleinste und
grofite Wiederfindung innerhalb des ganzen Konzentrationsbereiches an.

Die EMA-Richtlinie beinhaltet keine Vorgaben zu einzuhaltenden Grenzen fiir die
Wiederfindung. Die durchschnittlichen Wiederfindungswerte weichen aber nur um bis zu
20 % von dem Vergleichswert ab. Dies ist ein guter Wert, wenn die komplexe
Aufarbeitung und die niedrigen Konzentrationen der Analyte beriicksichtigt werden. Die
einzelnen Wiederfindungen i