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Einleitung

A Einleitung

Steroidhormone spielen eine wichtige Rolle bei Regulation mannigfaltiger Mechanismen
im Organismus. So héangen beispielsweise Elektraighalt, Gluconeogenese,
Knochenaufbau und Ausbildung sekundarer Geschleadee von Steroiden aus
verschiedenen Klassen ab. lhre Bildung erfolgt Ubgre Vielzahl von steroidogenen
Enzymen und erstreckt sich Uber verschiedene galtwllen, Organkompartimente und auch
Uber ganzlich unterschiedliche Organe. Im Gegengatz Peptidhormonen bauen die
Biosyntheseschritte der einzelnen Steroidhormommgnp aufeinander auf, sodass ein
komplexes Geflecht aus Synthesewegen entstehtkDeder Uberexpression eines einzelnen
steroidogenen Enzyms betrifft daher nicht nur dagejlige Enzymprodukt, sondern auch
nachgeschaltete Biosyntheseprodukte. Eine solcbrur®f der Homdostase begrindet die
Pathophysiologie vieler unterschiedlicher Krankdweit Oft stehen fir solche Leiden
Therapieoptionen zur Verfigung, sei es durch Supgigierung eines durch Enzymdefekt
nichtgebildeten Steroids (z.B. Cortisol- und Fludndisongabe bei Adrenogenitalem
Syndrom) oder durch Hemmung eines einzelnen Enyzles Steroidogenese (z.B.
Aromataseinhibitor bei hormonabhangigem BrustkreWgle dieser Therapieoptionen sind
allerdings mit Nachteilen behaftet. Ebenso sindhnaicht alle Mdglichkeiten des Eingreifens
ausgeschopft. Daher ist es notwendig und lohnenswseiter auf dem Gebiet der
Steroidhormone zu forschen und verbesserte Wirdstofit optimiertem Wirk- und

Nebenwirkungsprofil oder gar ganzlich neue Medikataeeklassen zu entwickeln.

A.1 Steroidhormone

Steroidhormone werden im menschlichen und tieriséDeganismus aus Cholesterol gebildet
(siehe Abbildung A-1). Ein verzweigtes Geflechtsaenzymatischen Reaktionen fuhrt zu
verschiedenen Steroidhormongruppen. Man teilt sibaad der Kohlenstoffanzahl des
Steroidgerustes in & Steroide (Calcitriol), &-Steroide (Progestagene, Glucocorticoide,
Mineralocorticoide), G-Steroide (Androgene), igSteroide (Estrogene) ein. Auf die

Biosynthesewege und -orte wird im Kapitel A.2 @édingegangen.
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Abbildung A-1 | Strukturformel von Cholesterol
[l Nummerierung und Bezeichnung der Kohlenstoffdome bzw. Ringe im

Steroidgerust, aus [1]

Nach ihrer Bildung werden Steroidhormone, im Gegengu vielen Peptidhormonen, nicht
in den Hormondriisen gespeichert, sondern unmittelaeh der Biosynthese ausgeschiuttet.
Im Blutkreislauf liegen sie dabei nicht frei vogrglern sind zu einem sehr hohen Anteil an
verschiedene Plasmaproteine (z.B. Albumin, das &brumon-bindende Globulin (SHBG)
oder das Corticosteroid-bindende Globulin (CBG)hgelen [2]. Auf diese Weise wird ein
Reservoir an nicht aktiven, da reversibel gebundeBg¢eroidhormonen geschaffen. Manche
Steroide kdnnen an ihrem Syntheseort durch ein®tBasferase sulfatiert [3, 4] und somit
wasserloslich gemacht werden. Als Beispiele seiefter hEstron (E1) und
Dehydroepiandrosteron (DHEA) genannt. Das freierd8lekann in der Zielzelle durch
enzymatische Spaltung des Sulfatesters durch eilfi@&se wieder freigesetzt werden.
Steroidhormone entfalten lhre Wirkung am Zielorgamrch Bindung an einen flir sie
spezifischen, nuklearen Rezeptor. Nach Ligandeninigdcerfolgen eine Homodimerisierung
des Rezeptormonomers sowie die anschlie3ende ®kafisierung in den Zellkern. Bindung
an ein sogenanntefiormone response elemerder DNA lasst den Rezeptor als
Transkriptionsfaktor wirken und leitet die Expressihormonabhangiger Gene ein. Wichtige
Vertreter solcher nukledrer Steroidrezeptoren sdet Progesteronrezeptor (PR), der
Androgenrezeptor (AR), der Estrogenrezeptor (ER),@ucocorticoidrezeptor (GR) und der
Mineralocorticoidrezeptor (MR). [5]

Abgebaut werden Steroidhormone hauptséchlich inldérer, wo sie durch Reduktions-,
Hydroxylierungs- und Spaltungsreaktionen inaktitviererden. Weiter kénnen sie durch
Konjugation mit beispielsweise Glucuron- oder Sclalg@iure in eine deutlich besser
wasserlosliche Form gebracht und mit dem Harn acbgeden werden. [6]

A.1.1 Androgene

Androgene sind die ,mannlichen“ Sexualhormone. &&hnen sich chemisch durch ein

Steroidgrundgertst mit 19 Kohlenstoffatomen, dasirAstangertst, aus. Zu dieser Gruppe
2
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zahlen sowohl die Hauptandrogene Testosteron (d@)Rihydrotestosteron (DHT) als auch
deren Vorstufen, Androstendion (AD) und Dehydroegrasteron (DHEA) (siehe Abbildung
A-2). Wichtige Wirkungen von Androgenen sind dexselle Differenzierung des mannlichen
Fetus im Mutterleib, sowie die weitere Reifung d&nnlichen Kérpers in der Pubertat. Des
Weiteren bedingen Androgene sowohl anabole Prozest® auch mannliche
Verhaltensweisen. Ein Uberschuss an Androgenen &iemilings unter anderem zu Alopezie
und krankhaftem Prostatawachsttimhren. Eine tiefer gehende Ausfihrung zur Physgjielo
und Pathophysiologie der Androgene findet sich liséhnitt A.3

Dehydroepiandrosteron Androstendion Testosteron Dihydrotestosteron
(DHEA) (AD) (T (DHT)
Abbildung A-2 Strukturformeln der Androgene DHEA, AD, T und DHT

A.1.2 Estrogene

Die ,weiblichen®* Sexualhormone haben im Vergleichu zden Androgenen ein

Kohlenstoffatom verloren und weisen sich durch eiaemmatischen A-Ring aus. Die Gruppe
der Estrogene umfasst das am ER stark wirksamadisit(E2), dessen Speicherform Estron
(E1) bzw. Estronsulfat und das, in groReren Mengen wahrend der Schwangerschaft
gebildete, Estriol (E3) (siehe Abbildung A-3). imeiblichen Organismus sind Estrogene vor
allem fur die sexuelle Reifung der Frau, die Peséfion des Endometriums und die
Forderung des Knochenaufbaus verantwortlich. Nggschlechtsspezifische Wirkungen bt

E2 im Gehirn von Mannern und Frauen aus (s. ANkdrosteroide).

Estron Estradiol Estriol
(E1) (E2) (E3)
Abbildung A-3 Strukturformeln der Estrogene E1, E2 und E3

A.1.3 Mineralo- und Glucocorticoide

Obwohl Mineralo- und Glucocorticoide (Cortisol, @oosteron und Aldosteron, siehe
Abbildung A-4) zwei Klassen von Steroidhormonenstilen, teilen sie sich auch einige

Eigenschaften. Beide sind beispielsweise chemissheanem @-Grundgerist aufgebaut.
3
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Diese chemische Ahnlichkeit fuhrt dazu, dass daspktpucocorticoid beim Menschen, das
Cortisol, auch am MR binden und dort mineralocortde Wirkung ausuben kann. Weiterhin
kann das eigentlich zu den Glucocorticoiden geeéhlCorticosteron auch als

Mineralocorticoid wirken.

Cortisol Corticosteron Aldosteron
Abbildung A-4 Strukturformeln der Mineralo- bzw. Glucocorticoide Cortisol, Corticosteron und
Aldosteron

A.1.4 Neurosteroide und neuroaktive Steroide

Die Klasse der Neurosteroide hebt sich von denrengdéisher beschriebenen, Steroidklassen
ab. Sie zeichnet sich nicht durch eine bestimmteahhvon Kohlenstoffatomen aus, sondern
umfasst sowohl einige der bereits beschriebenetersyschen Steroide als auch speziell im
Gehirn gebildete und wirksame Steroide. In der Teologie dieser Steroide unterscheidet
man die Neurosteroide, dide novoim Gehirn gebildet werden, und die neuroaktiven
Steroide. Unter letzteren Begriff fallen alle Sidey die eine Wirkung im Gehirn entfalten,
unabhangig davon, ob sie im Gehirn oder in pergmeGeweben gebildet wurden. Das
Gehirn kann somit sowohl Synthese- als auch Wirkiet entsprechenden Steroide sein.
Vornehmlich als Neurosteroide bekannte Substanireh Allotetrahydrodeoxycorticosteron
(THDOC) und Allopregnanolon (AP) (siehe AbbilduAg5). Da beispielsweise das bereits
vorgestellte Estrogen Estradiol (E2) Estrogenremepgrmittelt eine neuroprotektive
Wirkung entfalten kann [7], kann dieses Steroid enwim Gehirn gebildet — ebenfalls als

Neurosteroid bezeichnet werden.

HOY

HO™

Allopregnanolon Allotetrahydrodeoxycorticosteron
(AP) (THDOC)

Abbildung A-5 Strukturformeln der Neurosteroide AP und THDOC
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A.2 Steroidogenese

Ausgehend vom Cholesterol werden die im menschii¢h@ per biologisch aktiven Steroide

von zwei Gruppen von Enzymen gebildet: den Monoexrggen aus der Cytochrom-P450-

Familie und anderen Oxidoreduktasen, die nicht @gochrom P450 Familie angehoren.

Abbildung A-6 gibt einen Uberblick tber wichtigete®idbiosynthesewege und die

beteiligten Enzyme.

Im Folgenden sollen die Eigenschaften und Funktitéten der Enzymgruppen und deren fur

die vorliegende Arbeit relevanten Vertreter ndledebchtet werden.

SOL
HO

Cholesterol

A Dihydro-P4

CYP11A1

50R
o )
0’ 3B-HSD/AS 0’ CYP21A2
UL 9OL
HO! o o
Ps

) (0}
P4 11-Deoxycorticosteron Corticosteron Aldosteron
(DOC)

o
170H-Ps 170H-P4 11-Deoxycortisol
CYP17A1 CYP17A1
v o v o OH OH
0’ 3B-HSD/As| 0’ 17p-HSD G. R “’
Sor eor e Clifs
HO' o o :
DHEA AD T H pHT
CYP19 CcYP19
rd ¥ R
o OH Enzym - Mitochondrien Mineralocorticoide
G’ 17B-HSD 0’ Enzym  Glattes endoplasmatisches Glucocorticoide
col ook ek .
HO HO
E1 E2 Estrogene
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Abbildung A-6 Ubersicht tiber die Steroidbiosythes im Menschen

A.2.1 Cytochrom P450 Superfamilie
Cytochrom P450 (CYP) Enzyme kommen in fast allerbdveesen der Erde vor und

katalysieren eine Reihe unterschiedlichster Reaktip die auf der Ubertragung eines
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Sauerstoffatoms auf ein Substratmolekll beruhemeDhesitzt die Enzymfamilie ein sehr
weitgefasstes Substratspektrum, wobei einzelneraterteine sehr enge, andere wiederum
eine sehr breite Substratspezifitdt aufweisen Idgefbessen haben CYP Enzyme sowohl grolie
Bedeutung bei der Biosynthese endogener Stoffe deie Steroiden als auch bei der
Verstoffwechselung korpereigener sowie kérperfrenBidstanzen (Xenobiotika).

CYP Enzyme sind mischfunktionelle Monooxygenaserit Musnahme von bakteriellen
Vertretern liegen sie meist membrangebunden vos.H243t, sie sind entweder in der inneren
mitochondrialen Membran oder der Membran des erdophtischen Retikulums verankert.
Durch die von Enzym und Membran geschaffene hydsbphUmgebung wird das in den
meisten Fallen lipophile Substrat angezogen.

Die katalytische Aktivitdt der CYP Enzyme wird dhrdie im aktiven Zentrum vorhandene
Hamb Gruppe vermittelt. Diese prosthetische Gruppeltsééhe Komplexverbindung aus
einem Porphyrin-Ring und einem Eisenion als Zeatomh dar. Im inaktiven Zustand liegt
dieses als Eisen(lll) vor. Vier der sechs Koordomadstellen des Eisens werden von den
Stickstoffatomen des Porphyrin-Rings besetzt, eweé@ere koordiniert an die Thiolgruppe
eines Cysteinrests des Enzyms und fixiert so dieditéippe im aktiven Zentrum. Die letzte
Koordinationsstelle wird, solange kein Substrat rodfehibitor gebunden ist, durch ein
Wassermolekul besetzt (s. Abbildung A-7, linkeg#nschema).

Die Katalyse einer Sauerstoffubertragung durch G&fRyme hangt von der Ubertragung
zweier Elektronen ab. Als Elektronendonor dientrliee NADPH. Damit diese Molekiile
Elektronen bereitstellen kénnen, ist allerdings diewesenheit eines oder mehrerer
Coenzyme Voraussetzung. Mikrosomale CYP Enzyme Eokaryoten nutzen hierbei ein
einzelnes Flavoprotein, die NADPH-P450-Reduktasas dowohl FAD (Flavin-adenin-
dinucleotid) als auch FMN (Flavin-mono-nucleotiditiglt. Bakterielle CYP Enzyme sowie
mitochondriale Familienvertreter nutzen ein Flawein, das nur FAD enthalt, im
Zusammenspiel mit einem Eisen-Schwefel-Protein. (BfRyme und die entsprechenden
Reduktasen tragen entgegengesetzte Ladungen abBfateinoberflache, sodass sie sich auf
der Membran leicht zu einem effektiven Enzymkompmagammenfinden [8].

Ein allgemein gefasster Katalysemechanismus igtbhildung A-7 gezeigt. Anhand dieser
sollen im nachfolgenden Text die einzelnen Katalghdtte naher erklart werden.

Der Kreislauf beginnt mit der Bindung des Substratel der Verdrangung des Ham-
gebundenen Wassers (1). Das Eisen(lll) kann nun Edéktron vom Elektronendonor
NADPH aufnehmen und wird zum Eisen(ll) reduzier}, (@elches im nachsten Schritt ein

Sauerstoffmolekil aufnehmen kann (3). Ein weiteEdektron wird auf den Komplex
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Ubertragen, das Sauerstoffmolekil erhalt eine negatadung (4). Die Aufnahme zweier
Protonen fuhrt zur Entstehung eines Wassermolakidseiner hochreaktiven Eisen(1V)-Oxo
Spezies (5). Das so aktivierte Sauerstoffatom wurd auf das Substrat tUbertragen, sodass,
wie in der Abbildung schematisch dargestellt, eyurbxyliertes Produkt entstehen kann.
Dieses verlasst das aktive Zentrum, das nun wietleiwertige Eisen nimmt ein
Wassermolekil als sechsten Liganden auf und desldué kann von Neuem durchlaufen

werden (6).
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Abbildung A-7 CYP-Katalysekreislauf (Erlauterungen im Text) nach [9]
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A.2.1.1  Cytochrom P450 17 a-Hydroxylase/C 1720-Lyase (CYP17A1)

A.2.1.1.1 CYP17ALl - katalysierte Reaktionen und Sub  strate

CYP17Al ist ein sehr wichtiges Enzym fir die Biothgse von Steroidhormonen und
katalysiert zwei unterschiedliche Hauptreaktionsiei{e Abbildung A-8). Die Substrate
Pregnenolon (§ und Progesteron gPkoénnen in einem ersten Katalyseschritt in ihre-17
Hydroxyderivate 1d-Hydroxypregnenolon (170HsP bzw. 1#&-Hydroxyprogesteron
(170H-R) umgewandelt werden (&7/Hydroxylase Aktivitat). Ausgehend von diesen
Steroiden kann das Enzym in einer zweiten Reaktien Gg-Steroide DHEA bzw. AD
synthetisieren (¢ 2oLyase Aktivitat). Hierbei ist hervorzuheben, ddssnanes CYP17A1
170H-R gegeniiber 170H4Pals Substrat bevorzugt. Dies begriindet sich wantderem auf
die Tatsache, dass der apparenig\VWert von 170H-B zum CYP17A1-NADPH-P450-
Reduktase-Komplex etwa 16-fach hoher ist als der ¥60OH-R [10]. Im Menschen kann
DHEA daher als Ausgangspunkt zur Androgensynthesad folglich auch der
Estrogensynthese, gesehen werden.

WwOH

17a-Hydroxylase C4720-Lyase

HO

Pregnenolon 17a-Hydroxypregnenolon
(Ps) (170H-P5)

\ 3p-HSD

Progesteron 17a-Hydroxyprogesteron AD
(Py) (170H-P,)
Abbildung A-8 CYP17A1 und seine Rolle bei der humnen Steroidogenese

Betrachtet man die Rolle der Substrate, Produkte Zwischenprodukte von CYP17A1 in
einem weiter gefassten Kontext der Steroidogenssewird deutlich, dass auch andere
Steroidhormone neben den Androgenen/Estrogenenihr@m abhangen (siehe Abbildung

A-6). Aus B konnen auch Corticosteron und Aldosteron und at©HP, auch Cortisol
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gebildet werden. CYP17A1 ist daher nicht einfachAmdrogensyntheseenzym, sondern liegt
im Zusammenhang mit der Bildung von Steroidhormoarmneinem Scheideweg zwischen
Mineralocorticoiden, Glucocorticoiden und Androgeftestrogenen. Dies kann an Patienten
gezeigt werden, die durch eine Genmutation unteereCYP17A1 Enzymdefizienz leiden.
Eine solche Mutation kann ein komplett inaktivesz¥in zur Folge haben [11] oder sich in
einer isolierten & gLyasedefizienz [12] ausdricken. Im Falle eines Istéhdigen
Enzymausfalls kann, aufgrund der fehlenden Sexuabioe, weder die Pubertat einsetzen
noch Cortisol gebildet werden. In der Folge wirafibalig Corticosteron gebildet, das durch
seine schwache Glucocorticoidwirkung die Abwesanben Cortisol ausgleichen kann. Die
ebenfalls vorhandene mineralocorticoide Wirkung @sticosterons fuhrt allerdings zu
einem erhohten Blutdruck und Hypokalidmie. Dagegs&nbei isolierter Lyasedefizienz

lediglich die sexuelle Reifung beeintrachtigt.

A.2.1.1.2 Vorkommen

CYP17A1 wird im Menschen besonders stark in stegedien, Androgen produzierenden
Geweben wie den Hoden und den Nebennieren exptingatP17A1 mRNA wurde unter
anderem auch in den Eierstocken, dem Gehirn undéetata nachgewiesen, wenn auch in
geringeren Mengen als in den vorher genannten Gawgl3, 14]. Besondere Beachtung soll
an dieser Stelle auf die Nebennieren oder genalali@ Nebennierenrinde gelegt werden, da
an deren Beispiel sehr anschaulich gezeigt werdann,k wie unterschiedlich die
Steroidsynthese je nach Organkompartiment sein .k&m@ Nebennierenrinde lasst sich
unterteilen in diZona glomerulosdZG), dieZona fasciculatdZF) und dieZona reticularis
(ZR) (s. Abbildung A-9). Dort findet auch die Bioghese bedeutender Steroide statt [15].
CYP17A1 wird im Menschen nur in der ZF und der ZRpraniert, wie durch
Immunhistochemie nachgewiesen werden konnte [1@s Beil3t, nur dort kbnnen von
CYP17A1 abhangige Steroidsynthesen stattfinden Godtisol (ZF) und DHEA (ZR)
gebildet werden. In der ZG gehen ausdafso nur Mineralocorticoide hervor, wofur kein
CYP17A1 bendtigt wird.
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Abbildung A-9 Histologie der Nebennierenrinde au$17] (Abbildung 1185)

A.2.1.1.3 Regulation von 17 a-Hydroxylase und C ;7 ,-Lyase
Betrachtet man die Verteilung und die Aktivitat vBYP17A1 naher, so wird deutlich, dass

das Enzym keineswegs in allen Geweben, in denergefgsnden wird, seine beiden
Katalyseaktiviaten im gleichen Ausmald austbt. AgsviPd beispielsweise nicht in allen
Zellen, die CYP17Al1 exprimieren, auch DHEA gebild&®ie Ursache daflir ist ein
komplexeres System, mit dessen Hilfe eine Zelle abem die G;.gLyaseaktivitat des
Enzyms regulieren kann. Im Hinblick auf die in Absitt A.2.1.1.1 angesprochene
Positionierung des Enzyms am Scheideweg zwischemidliocorticoiden, Glucocorticoiden
und Androgenen/Estrogenen wird die Wichtigkeit dgeSystems deutlich. Soll eine Zelle der
ZF aus B Cortisol bilden, so ware es diesem Zweck abtrAgliwenn eine hohe 1&,¢
Lyaseaktivitat das fur die Cortisolbiosynthese gétil7OH-B in groRem Mal3e zu DHEA
umsetzt (s.a. Abbildung A-6 Ubersicht tiber dier@tbiosythese im Menschen). Die Frage,
wie eine Zelle die Gaolyaseaktivitat des bifunktionalen Enzyms CYP17A1

herunterreguliert ohne die andere bendtigte Aldtyinamlich die la-Hydroxylase, zu
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beeintrachtigen, beantworten Abbott und Bird [1&jrath einen Blick auf die weiteren
Gegebenheiten in der Zelle: Im erwachsenen Menstihdat sich in der ZF deutlich mehr
3p-Hydroxysteroid-Dehydrogenage/s,-Isomerase (3HSD/Asl) als in der ZR [19]. Dieses
Enzym wandelt di&\s-Steroide Bund 170H-R irreversibel in dieAs,-Steroide Rund 170H-
P, um. CYP17A1 kann, wie in Abschnift.2.1.1.1 beschrieben, 170H-Praktisch nicht
weiter umsetzen. Das Steroidsubstrat steht alseinalder Steroid-21-Hydroxylase
(CYP21A2), dem nachsten Enzym auf dem Weg zur Gltwoidsynthese, zur Verfigung
und wird letztendlich zu Cortisol umgesetzt. In &R hingegen finden sich neben einer
geringeren B-HSD/Asl Expression auch weitere die 1/fgLyaseaktivitat fordernde
Bedingungen, wie beispielsweise die Anwesenheit @gtochrom kg [10, 20]. Aus diesem
Grund werden in der ZR grof3e Mengen an DHEA praattzi

A.2.2 Weitere Oxidoreduktasen

Wichtige Enzyme der Steroidbiosynthese, die nialit @YP Superfamilie angehéren sind
Oxidoreduktasen, die mit NAD(Pdder NAD(P)H als Cofaktor Hydroxy- oder Ketogruppen
an Steroiden oxidieren bzw. reduzieren oder unggt&tkKohlenstoffbindungen reduzieren
kénnen. Dazu gehdren die Hydroxysteroid-DehydrogemaHSDs) und dieo5Reduktase
(5aR).

Die von diesen Enzymen katalysierten Reaktionemé&irreversibel oder irreversibel sein.
Beispiele fur letztere sind die Bddydroxysteroid-Dehydrogenage/s-Isomerase (&
HSD/Asl) (siehe auch Abbildung A-8) und dienf® (siehe AbschnittA.2.2.1). Die 3-
HSD/As| Uberfuhrt 3-HydroxyAs-Steroide wie Pin 3-KetoAs-Steroide wie Pund ist damit
ein wichtiges Enzym fur die Biosynthese von Minecalrticoiden, Glucocorticoiden und
Androgenen. HSDs, die reversible Reaktionen katlgs, Uberfihren wenig aktive
Speicherformen von Steroiden in ihre hochaktivenaadten und zurlick. Als Beispiel seien
hier die 1B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen Typ 1 und Typ 2 gehdsiehe Abbildung
A-10).
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wOH 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase

>

11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenase
o) Typ 2
Cortison Cortisol
(inaktiv) (aktiv)
Abbildung A-10 Die 11B-Hydroxysteroid-Dehydrogenasen Typ 1 und 2 und ihreRolle bei der

Aktivierung bzw. Deaktivierung des Glucocorticodpaars Cortison/Cortisol

A.2.2.1 5a-Reduktase (5 aR)

Die 5u-Reduktase (3-Keta'-steroid-Bi-reduktase; &R) ist ein weiteres wichtiges,
steroidogenes Enzym. Die prominenteste durch diR katalysierte Reaktion ist die
irreversible Reduktion von Testosteron zum potdate®ndrogen Dihydrotestosteron unter
Verbrauch von NADPH. Aber auch andere 3-Kafesteroide, wie beispielsweise
Progesteron, kdnnen deaf® als Substrat dienen (s. auch Abbildung A-6)t Beigerer Zeit
sind die beiden Isoenzymer-Reduktase Typ | @RI) und m-Reduktase Typ Il @RIl)
bekannt. Beide sind membranstandig und bestehe@3ubzw. 254 Aminosauren [21, 22].
Stéarkere Expression von Typ | wird vor allem in Haod Kopfhaut beobachtet. Dagegen ist
Typ Il die vorherrschende Isoform in der Prostdien Nebenhoden und der Samenblase. In
der Leber und dem Gehirn kommen beide Isoformen2&jr

Erst Anfang dieses Jahrtausends wurde ein weitsoemizym (Typ Ill), bestehend aus 318
Aminosauren [24], in Zellen, die aus einem Kkastraresistenten Prostatakarzinom
gewonnen wurden, entdeckt. In verschiedenen Pabstatinom-Zelllinien wurde eine stark

erhohte Expression diesesRb Typs festgestellt [25].

A.2.2.1.1 Katalysemechanismus

Abbildung A-11 zeigt schematisch die Umsetzung Va@stosteron zu Dihydrotestosteron
durch die &R. Nach Aktivierung der Enon-Struktur des Substihisch eine elektrophile

Einheit des Enzyms, entsteht eine delokalisiertsitipe Ladung, die die Aufnahme eines
Hydridions an G-Position ermoglicht.

In Experimenten mit Homogenat aus Rattenleber leongezeigt werden, dass die
Ubertragung des vom Co-Faktor NADPH gelieferten itigsldabei stereospezifisch erfolgt.
So wurde nur in den Fallen Tritium im KatalyseprkdDHT aufgenommen, in denen [4-
®H-NADPH als Co-Faktor zugegeben wurde. Ein Folgeexpent mit, durch die &R

tritiiertem, Su-Steroid zeigte, dass das inkorporierte Tritiumctiueine Behandlung mit Base
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nicht wieder entfernt werden kann. Dies deutet wlahan, dass das Tritium nicht auf den
Kohlenstoff in Position 4 tbertragen wurde [26].

Nach Aufnahme eines Protons zerféllt schliel3lichtdmére Komplex aus Enzym, Co-Faktor
und DHT, indem zun&chst DHT und anschlieRend NADEgesetzt wird [27].

fyscor\m2 Q/SCONHZ‘T» Eny’ ﬁCONHz

Nu—N+
. OMW e E_ou}f‘
H

Enz’ Enz’ W Enz/
Nu NADP* Nu NADP* Nu—NADP*

*Nu ML +HO_ N ML N
— E o) " +HO_ Lo ”HJJ E* + DHT
Enz Enz Enz .
Nu—NADP* Nu— NADP* HA H "' Nu—NADP*
>
E* OH
—> EnZl  + NADP* +
Nu” ?
© A
Abbildung A-11 Schema des Katalysemechanismus dbe-Reduktase nach [28]

Enz: Enzym / E: elektrophiles Zentrum / Nu: nukleophiles Zentrum /

R: Adenindinukleotidphosphat

A.3 Physiologie und Pathophysiologie der Androgene

A.3.1 Physiologie von Testosteron und Dihydrotesto steron

Der Grolteil (ca. 90 %) der Androgene wird beim KMamter hypophysarer Kontrolle durch
das Luteinisierende Hormon (LH) in den Leydig Zellder Hoden gebildet. Etwa weitere
10 % der Androgene haben ihren Ursprung in der Neikeenrinde. Das potenteste
Androgen ist das DHT. Neben einem geringen Anteitiekulierendem DHT wird es meist in
den Zielzellen seiner Wirkung aus T gebildet unatei dort an den AR. Obwohl T und DHT
beide an den AR binden und diesen aktivieren konmeigt DHT eine hohere Wirkstarke.
Dies ist mit der hoheren Bindeaffinitdt von DHT d&n Rezeptor begrindet. Der DHT-AR
Komplex ist des Weiteren starker als der schnelleder dissoziierende T-AR Komplex [29].
Die Aktivierung und die Translokation des AR in d2ellkern ziehen, nach Dimerisierung
zweier Androgen-AR Komplexe und Bindung an daslrogen response elemeddgr DNA,
14
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die Transkription verschiedener Gene nach sichséeinhalten Regulationsfaktoren fir das
Zellwachstum und unter anderem auch das nur im t&egewebe gebildete
prostataspezifische Antigen (PSA). Letzteres stlien in der Urologie oft verwendeten,
wenn auch nicht uneingeschrankt nutzbaren, Marge} fur die Diagnose pathologischer
Zustande der Prostata dar.

Die physiologischen Effekte der Androgene konnen gaschlechtsspezifische und
geschlechtsunspezifische Wirkungen eingeteilt werddur beim Mann kommen die
geschlechtsspezifischen Wirkungen wie die Beeisflng der Prostata und Samenbléaschen,
die Reifung der Samenzellen und die Ausbildungsddundéaren Geschlechtsmerkmale wie
Bartwuchs und Stimmbruch zum Tragen. Die geschéectspezifischen Wirkungen umfassen
beispielsweise die anabole Wirkung der Androgerievauskel- und Knochenwachstum und
die Funktion der Talgdrisen. [31]

Eine Uberproduktion von Androgenen kann bei Mannei@ bei Frauen zu verschiedenen
pathologischen Zustanden fiihren, auf die in degefuden Abschnitten néher eingegangen

wird.

A.3.2 Androgenabhangige Erkrankungen und deren The  rapie

Eine unphysiologisch starke Androgenwirkung, digctiueinen Uberschuss an T und vor
allem DHT hervorgerufen wird und eine Uberaktiviggudes AR zur Folge hat, zieht oft eine
gesteigerte und in manchen Fallen unkontrolliegépZoliferation nach sich. Klinisch kann
sich dies in einer benignen Prostatahyperplasie pelycystischen Ovarialsyndrom oder
einem Prostatakarzinom manifestieren. Die fur diedeeit relevanten Krankheitsbilder und
die aktuell zur Verfigung stehenden Therapieophiorsellen in diesem Unterkapitel

beschrieben werden.

A3.2.1 Benigne Prostatahyperplasie und benignes Pr  ostatasyndrom

Die benigne Prostatahyperplasie (BPH) bezeichmet gutartige Vergrol3erung der Prostata,
auch Vorsteherdrise genannt, die anatomisch urdgerBthse sitzt und die Harnréhre

umschliel3t. Eine pathologisch vergrofl3erte Pro#tate zu einer Obstruktion der Harnréhre
und damit zu einer Erhdéhung des Blasenauslassvadels fuhren, was sich bei

fortschreitender Erkrankung durch einen abgeschigachHarnstrahl und weiteren

Miktionsstérungen wie haufigem néchtlichem Wassséa, plotzlichem und starkem

Harndrang und unvollstandiger Blasenentleerung iiuReese Symptome werden unter dem
Sammelbegriff lower urinary tract symptoms* (LUT8)sammengefasst.
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Bei Patienten mit oben beschriebener Symptomatitene erhdhten Prostatavolumen und
einer Blasenauslassobstuktion spricht man heute dem ,benignen Prostatasyndrom
(BPS)“. Die BPH wird nicht mehr als Krankheit bedwet, da sie vorrangig eine
histologische Diagnose darstellt.

Die BPH kommt bei Mannern in jungen Jahren praktisicht vor, wogegen im sechsten
Lebensjahrzehnt etwa die Halfte der Manner und @unten Lebensjahrzehnt sogar nahezu
90 % der Manner betroffen sind [32].

A.3.2.1.1 Behandlung

Das BPS ist mit den derzeit zur Verfiigung stehededikamenten gut behandelbar. Die im
November 2014 aktualisierte Leitlinie zur Therapgies Benignen Prostatasyndroms bietet
einen evidenzbasierten Uberblick tUber die versanied medikamentdsen Therapieoptionen
[33]. Dabei werden blicherweise a;-Antagonisten, & Reduktaseinhibitoren,
Muskarinrezeptorantagonisten, Phosphodiesteraseiioien oder Phytotherapeutika als
Monotherapie oder eine Kombination augAntagonisten mit &Reduktaseinhibitoren,
Muskarinrezeptorantagonisten oder Phosphodiestémhg@toren eingesetzt. Ziel der
Behandlung ist es primar den Leidensdruck des matie durch Verbesserung der
Symptomatik zu verringern.

Die in Deutschland zugelassenem-Antagonisten Alfuzosin, Doxazosin, Silodosin,
Tamsulosin und Terazosin gelten bei geeigneterddaisg als gleichwertig in Bezug auf ihre
Effektivitat und kdnnen eine schnelle Symptomredukherbeifiihren. Die Blockade defa-
Adrenorezeptoren des Urogenitaltrakts fuhrt zu Eedtung der glatten Muskulatur des
Blasenhalses und der Harnréhre [34] und erleickteden Harnabfluss [35].

Da die Klasse dera-Antagonisten mit ihrer Wirkweise allerdings nichdas
androgengetriebene Prostatawachstum erfasst, ndPdtienten mit starker vergroRerter
Prostata ab 30 - 40 ml zur Progressionshemmun&esiuktaseinhibitoren, allein oder in
Kombination, angezeigt. Als potentea-Reduktaseinhibitoren stehen die Wirkstoffe
Finasterid und Dutasterid zur Verfugung. Finasteidlabei ein selektiverer Hemmstoff der
50R Typ I, Dutasterid hingegen ist auch ein potertimmstoff der &R Typ |. Beide
Wirkstoffe kénnen das Prostatavolumen durch Redoktdes DHT Spiegels deutlich
verringern (Dutasterid 25,7 % [36]; Finasterid 213#]). Bei Anwendung von Finasterid und
Dutasterid kommt es allerdings relativ haufig zitbBlewirkungen wie Impotenz, verringerter
Libido und Ejakulationsstorungen sowie Spannungggeh der Brust und Vergrof3erung der
Brust [38, 39]. Die drei erstgenannten, sexuelleebé&hwirkungen konnen auch nach

Beendigung der Behandlung andauern [38] (,Postdtaral-Syndrom®).
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A.3.2.2 Prostatakrebs

Das Prostatakarzinom (PCa) war mit einer geschéizabl an Neuerkrankungen von 63.440
im Jahr 2008, bei Nichtbertcksichtigung des nicteglatonischen Hautkrebses, die am
haufigsten diagnostizierte Krebserkrankung bei M#nnin Deutschland. Es stellt

diesbezuglich, als hormonabhangiger Krebs, dasdPerml Brustkrebs bei Frauen dar [40].
PCa wird oft in hohem Alter diagnostiziert und eidPatienten sterben ,mit dem Krebs"
anstatt ,am Krebs". Dies fuhrt trotz der hohen Rtéuz von PCa dazu, dass diese
Erkrankung mit 13.324 Todesopfern im Jahr 2011 eémitSchland nur an dritter Stelle bei den
auf Krebs begrindeten Todesursachen steht [41heFk&nnungsprogramme haben eine
Vorverlagerung der Diagnose mdoglich gemacht, sodass 90 % der Erkrankungsfalle in

einem frihen Stadium, in dem der Krebs noch lokegrénzt ist, erkannt werden. Dies
ermoglicht es, dass sich die relative 5-Jahres{ebensrate an 100 % annahert [42].

Als gesicherte Risikofaktoren fur PCa gelten gestbié Pradisposition und ein hohes Alter.
Weiter bringt ein afrikanischer Ursprung eine etia% hohere Inzidenzrate mit sich [42].

Ein geringeres Erkrankungsrisiko scheint fur Asiaiel bestehen, was allerdings nur zum
Teil eine genetische Ursache zu haben scheint.s6ali¢ PCa-Inzidenzrate japanischer
Einwanderer im Los Angeles County bis zu vierfagindr als in ihrem Heimatland Japan.
Als Grund fur dieses erhdhte Risiko wird der Untared in der Erndhrung und in anderen

Lebensumstanden diskutiert [43].

A.3.2.2.1 Behandlung

Zur Therapie des PCa stehen vielfaltige Optionem ¥erfigung, aus denen die
erfolgversprechendste je nach Krankheitsstadium uwetensumstanden des Patienten
ausgewahlt werden sollte. Zur Messung des Therdpiges und zur Vorhersage der
Uberlebensrate bei fortgeschrittenem Prostatakziglhé man Surrogatmarker, wie das bereits
unter Abschnitt A.3.1 erwahnte prostataspezifischatigen (PSA) und die Zahl der
zirkulierenden Tumorzellencifculating tumor cells, CTL[44], heran. Hierbei wird der
CTC-Wert inzwischen als aussagekraftiger bewelseler PSA-Wert.

Da viele Patienten sterben, ehe das PCa ein kitssStadium erreicht, sollten vor allem
altere Patienten Uber 75 Jahre keiner radikalemapie unterzogen werden solange nur ein
auf die Prostata beschranktes, nicht metastasiese®Ca vorhanden ist. Hier ist der
Einschluss in ein ,Watchful Waiting“ bzw. ,Activeudveillance” Programm angezeigt. Erst
nach Erreichen eines bestimmten Krankheitsstadiuing eine kurative bzw. palliative

Therapie eingeleitet.
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Neben der Cytostatika- und Strahlentherapie werdaoch gezielt auf die
Hormonabhéangigkeit der Krankheit abgestimmte Thefapmen angeboten (s. Abbildung
A-12).

[ Hypothalamus ]

GnRH

| GnRH-Analoga
[ Hypophyse ] GnRH-Antagonisten

LH
CYP17A1 Inhibitoren
[ Hoden ] / \/ [ Nebennieren ]

A e/
\ L)

[ — 2

Orchiektomie
[ Prostata J |—— Antiandrogene
Abbildung A-12 Androgenspezifische therapeutisch®ptionen zur Behandlung des PCa

Die Androgenproduktion in den Hoden kann durch wigiische Kastration oder durch ihr
chemisches Pendant mit GnRH-Analoga (z.B. Buser@oserelin) oder -Antagonisten (z.B.
Abarelix, Cetorelix) unterbunden werden. Den naddsel Behandlung weiterhin in den
Nebennieren produzierten Androgenen wird mit derb&Gavon Antiandrogenen (z.B.
Bicalutamid, Enzalutamid) entgegengewirkt. Die Kamation von chirurgischer oder
chemischer Kastration und Antiandrogenen wird uden Begriff CAB ¢ombined androgen
blockadg¢ zusammengefasst.

Obwohl die CAB bei vielen Patienten einen Rickgdag Tumorwachstums bewirken kann,
kehrt der Krebs oft zurtick. Man spricht dann vameeikastrationsresistenten Form (CRPC -
castration resistant prostate canger Die friher gebrauchliche Bezeichnung
»=androgenunabhangiges Prostatakarzinom*“ solltetmabhr verwendet werden, da neuere
Studien zeigen, dass auch ein CRPC immer noch goi\ktivierung des AR abhangig und
damit ,hormongetrieben* ist [45]. So ist auch in niargeweben Androgenproduktion
maoglich [46, 47]. Des Weiteren konnen durch Mutatides AR auch andere natirliche
Steroide, wie beispielsweise Progesteron und HetrfB], und manche Antiandrogene als

Agonisten [49] wirken und so den Tumorprogress démd
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Ein neuartiges Konzept fur Patienten mit CRPC tstit Therapie mit Hemmstoffen des
Enzyms CYP17A1 dar. Auf diesem Ansatz begrindete der Einsatz des, urspriinglich als
Antimykotikum entwickelten, Arzneistoffs Ketocondz(TZ) zur Therapie des PCas.
Obwohl die Gabe von KTZ bei bestimmten Gruppen RQa Patienten einen therapeutischen
Nutzen bringen kann [50], bringt KTZ als relativsatektiver CYP Inhibitor auch massive
Nebenwirkungen mit sich. So beschrankt beispielssvalie Lebertoxizitdt von KTZ die
Behandlungsdauer bei PCa und allen anderen Anwesdebieten. Die Europdaische
Arzneimittel-Agentur (EMA) empfiehlt aus diesem @du die Aufhebung der
Marktzulassungen oraler KTZ Zubereitungen [51].

Um die durch unselektive CYP Hemmung hervorgeruielNebenwirkungen zu vermeiden,
wurde ein selektiver CYP17A1 Inhibitor entwickelbdi zur Marktzulassung gefihrt: das
steroidale Abirateron (ABT), das als Prodrug Alrahacetat (Zytig3 verabreicht wird. Die
klinische Wirksamkeit von ABT bei der Behandlunghzv@hemotherapie naiven und bereits
mit Docetaxel behandelten Patienten konnte sowalnchd den positiven Effekt auf
Surrogatmarker wie PSA- und CTC-Werte als auchldpasitive Bewertung nach RECIST
(Response Evaluation Criteria In  Solid Tumjorbelegt werden [52, 53]. In
placebokontrollierten, doppelblinden, randomisiertehase 3 Studien wurde weiter eine
Verlangerung der Gesamtiberlebensdauer durch Bkimgndnmit Abirateronacetat plus
Prednison gegentber Placebo mit Prednison nachgewie Der Median der
Gesamtuberlebensdauer betrug dabei in der Verumpger@4,7 Monate vs. 30,3 Monate in
der Placebo-Gruppe bei Chemotherapie naiven CRRiEnRan [54] und 15,8 Monate vs.
11,2 Monate bei CRPC Patienten, die sich berenereBehandlung mit Docetaxel
unterzogen hatten [55].

Trotz des beachtlichen Erfolges von Abirateron mhextacht werden, dass auch die Therapie
mit diesem Wirkstoff Nachteile aufweist. Obgleichie d haufigsten unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen von Abirateron gegenuber grel anderen Krebstherapeutika
vergleichsweise milde Nebenwirkungen wie Ermudurggdeinungen, Kopfschmerzen,
Ubelkeit und Durchfall [53, 56, 57] umfassen, mimssérekt durch den Wirkmechanismus
des Hemmstoffs vermittelte Nebenwirkungen besondes/orgehoben werden. Durch
vollstandige CYP17A1 Hemmung wird auch die Synthese Glucocorticoiden unterbunden
(s. Abbildung A-13), was zu einem Mineralocortai@erschuss, und letztlich zu
Hypokaliamie, Odemen, Bluthochdruck [53, 56, 57§l lsardialen Stérungen [54, 55] fiihrt.
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| Cholesterol |
CYP17A1 CYP17A1
}! 2\ 17a-hydroxylase ;] ? OH Ci7o0-lyase fdlgj:g
170H-Ps DHEA
‘ Abirateron 1 Abirateron J
| Mineralocorticoide |I | Glucocorticoide |l | Androgene |ﬂ
Abbildung A-13 Behandlung mit Abirateron: Auswirk ungen auf die Steroidhomdostase

Diese Nebenwirkungen kénnen durch Substitution emem synthetischen Glucocorticoid
wie beispielsweise Prednison [54, 55] oder durch-Meadlikation mit einem
Mineralocorticoidrezeptor Antagonist wie beispietsse Eplerenon [53, 57] behandelt,

jedoch nicht vollstandig verhindert werden.

A.4 Hemmstoffe steroidogener Enzyme

Steroidogene Enzyme stellen schon seit mehreremzelaiten interessante Ziele fur
Arzneistoffe dar und bieten kreativen Mediziniscli@remikern zahlreiche Méglichkeiten zur
Hemmstoffentwicklung und -weiterentwicklung. So kén beispielsweise leicht Inhibitoren
von CYP Enzymen durch Kombination eines Steroiddgeniists mit einem $&p
hybridisierten Stickstoff tragenden Heterozyklusy dlas im Enzym enthaltene Ham-Eisen
komplexieren kann, erhalten werden. Die Kunst dexdizinischen Chemie besteht dann
darin, durch geschickte Modifikation der beiden Kmmenten hochaktive und selektive
Hemmstoffe mit glnstigen pharmakokinetischen Eigeafien zu kreieren oder gar
alternative Hemmmechanismen zu erschliel3en.

In den folgenden Abschnitten soll auf Hemmstoffen V@YP17A1, stellvertretend fur CYP
Enzyme, und auf Hemmstoffe detf eingegangen werden.

A.4.1 5a-Reduktase Hemmstoffe

Die zurzeit bedeutendsterfs Inhibitoren sind die beiden, bereits im AbschAit8.2.1.1 zur
Therapie des BPS vorgestellten, Arzneistoffe Fera$tund Dutasterid. Bei beiden handelt es
sich um kompetitive Hemmstoffe aus der Klasse dé&e®-4-aza-steroide. Ein weiterer

interessanter, wenn auch nicht klinisch eingesetzteroidaler Hemmstoff ist das 3-
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Carboxysteroid Epristerid. Bei diesem handelt esh,sim Gegensatz zu den beiden

erstgenannten, um einen unkompetitiven Inhibit@.[5

o H
o \L H o CFs . \(/
NH @ NH
7
- FsC
07 N
07 N
N H

HooC

Finasterid Dutasterid Epristerid
Abbildung A-14 wichtige 5eR Hemmstoffe
Die Bedeutung dieser drei prominenten Vertreter dids Design der in dieser Arbeit
diskutierten, neuen Hemmstoffe wird in Kapitel @.haher beschrieben. Ebenso wird in
Kapitel C.1.3 ausfuhrlich auf die Studie, auf ddie neuen Verbindungen aufbauen,
eingegangen. Auf die Vorstellung weiterexSInhibitoren soll aus diesem Grund an dieser
Stelle verzichtet werden.

A.4.2 CYP17A1 Hemmstoffe

A421 Steroidale CYP17A1 Hemmstoffe

Die ersten CYP17A1 Hemmstoffe waren einfach aufgeb®urch Verbindung eines
Steroidgrundgerusts, wie zum Beispiel Progesterater oPregnenolon, mit einem
stickstoffhaltigen Heterozyklus wurde bereits eigeof3e Anzahl anin vitro potenten
Hemmstoffen synthetisiert. Auf diesem Wege konngerch die potentesten steroidalen
CYP17A1 Hemmstoffe erhalten werden: Abirateron (AB39], Sa40 [60] und Galeteron
(VN/124-1 oder TOK-001) [61] (Abbildung A-15).

N
/N Y Q\IN

N
R-O HO HO
R =-H: Abirateron (ABT) Sa40 Galeteron
R =-Ac: Abirateronacetat (VN/124-1 oder TOK-001)
Abbildung A-15 wichtige steroidale CYP17Al Inhibtoren

Mit Abirateron bzw. seinem Prodrug Abirateronaceséeht nach der FDA und EMEA
Zulassung im Jahr 2011 der erste CYP17A1 Inhihitter dem Markennamen Zytiyaur
Behandlung von CRPC nach Versagen einer Androgemgstherapie zur Verfligung
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(s. Abschnitt A.3.2.2.1). Galeteron durchlauftzait Phase 2 der klinischen Prifung (Stand:
08.12.2016). In der Préaklinik konnte mit diesem Hestoff, neben potenter Hemmung von
CYP17A1, auch eine Herabregulierung der AR Expoes$62], und ein Zellzyklus-Arrest
durch eine Stressreaktionsinduktion im endoplasoia¢in Retikulum von PC-3 Zellen [63],
erreicht werden. Durch diese zusatzlichen Mechagserhofft man sich fir eine spatere
Anwendung an CRPC Patienten einen Vorteil gegenibeateron.

Dennoch tragen die vorgestellten Hemmstoffe audernpelle Nachteile in sich. Bedingt
durch ihre steroidale Struktur kdnnen sie einemehokirst-Pass-Effekt unterliegen und
anfallig fur schnelle Biotransformation durch bestgweise Sulfatierung (s.a. unter A.1 )
sein, was am Beispiel von Abirateronacetat einatikehohe Dosierung [64] des Wirkstoffs
erforderlich macht. Die Verbindung von steroided&ruktur und hoher taglicher Dosis erhoht
wiederum die Wabhrscheinlichkeit ungewollter Aktiiag von Steroidhormon-vermittelten

Signalwegen durch Stimulation der entsprechendereieren.

A.4.2.2 Nicht-steroidale CYP17A1 Hemmstoffe

Die kennzeichnenden Nachteile steroidaler CYP17A&fnkhstoffe und der relative Erfolg des
nicht-selektiven CYP Inhibitors Ketoconazol (KTZptivierte zahlreiche Arbeitsgruppen zur
Synthese und medizinisch-chemischen Weiterentwngkluon nicht-steroidalen CYP17A1
Hemmstoffen. Auch im Arbeitskreis Hartmann widmeban sich in der Vergangenheit
intensiv der Erschlielung und Optimierung neuer C¥PL Hemmstoffklassen. Ziel der
Bemuhungen war die Synthese von Inhibitoren, des sieroidale Grundstruktur von ABT
oder Sa40 optimal durch steroidomimetische Corek8iren ersetzen, die Potenz zur
CYP17A1 Hemmung von ABT besitzen oder gar Uberrefund gleichzeitig weitaus
selektiver gegenuber anderen CYP Enzymen sind aispielsweise Ketoconazol. Zur
Bewertung der Hemmpotenz gegenuber CYP17A1 wurdeirdeArbeitskreis Hartmann
entwickelte und routinemallig eingesetzte Assay audd-Hydroxlase Hemmaktivitat
herangezogen. Dieser verwendet eine Membranfraf@@jnvon humanem CYP17A1, das

in Escherichia colmit NADPH-P450 Reduktase aus der Ratte co-exprimiid [66].

Anhand der folgenden Abbildungen soll die erfolghei Entwicklung an einigen
herausragenden Beispielen nédher dargestellt werden.

Durch Imitation des A- und C-Rings des Steroidggerdsts mittels einer Biphenylstruktur
wurde die vielversprechende Klasse te(4-Biphenylmethyl)imidazole geschaffen, deren
erste Vertreter in Abbildung A-16 gezeigt sind.vi@ihl ein direkter Vergleich mit ABT nicht
publiziert ist, konnte ein erster Erfolg der Bemigen daran festgemacht werden, dass die

aufgefuhrten Verbindungen 2- bis 8-fach potentetalZ sind [67-69].
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Abbildung A-16 N-(4-Biphenylmethyl)imidazole als friihe nicht-sterolale CYP17A1 Inhibitoren:

A aus [67], B aus [68], C aus [69]
Weitere Verbindungen konnten durch Variation debbs$ituenten am Aromaten, Erweiterung
oder Rigidisierung des Grundgertsts und Austauseh ldeterocyclus erhalten werden.
Uberraschend groRRen Einfluss besitzt auch die Bulish an der Methylenbriicke. Einige
aus diesen Vorgehensweisen hervorgegangene Vergadwsollen kurz vorgestellt werden.
Die Ethylengruppe stellte sich als sehr vorteidafinahezu optimaler Substituent fur die
Methylenbriicke dar. Die entsprechenden VerbindurigeE und F weisen sich alle durch
eine bessere Hemmpotenz als KTZ aus, Verbindumgreicht gar einen leicht niedrigeren
ICso-Wert als ABT. Die Selektivitat gegeniber anderelYPCEnzymen ist bei den
VerbindungerE undF im Vergleich zu KTZ weiter deutlich verbessert [7Q]. Verbindung
D zeigte in der Ratte eine deutlich bessere Pharknadtik als ABT [72]. Diesbeziglich
erzielte Verbindundd mit ihrer Isopropylidensubstitution ein ebensoeguErgebnis [70]. Die
4-PyridineG undl zeigen weiter, dass auch mit diesem Heterocyckrbidungen erhalten

werden kénnen, die in Aktivitdt und Selektivitargieichbar oder besser als ABT sind.

D E F
F
N7 NNy Ny
O l—/ O . \—/ O I~/
F F HO
OH

ICso 345 M ICso 131 NM ICs0 52 M

ICs0 52 NM ICs0 159 NM ICso 62 NM

Abbildung A-17 Substitutionen an der Methylenbriike und Austausch des Heterocyclus:
D aus [72], E aus [70], F aus [71], G aus [73H aus [70], | aus [74]

ICso KTZ = 2780 nM, ICso ABT = 72 nM
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Ringerweiterungen wie in den Verbindungén L fihrten, obgleich die Potenz von KTZ
Ubertreffend, leider nur zu moderaten CYP17A1 Hetoffen. Auch die Rigidisierung der
Methylenbrticke der Pyrimidinverbindung&h undN fuhrte nicht zum gewilnschten Erfolg.
Die ahnliche Verbindun@® konnte allerdings als ebenso potenter und veigbaicselektiver

Hemmstoff wie ABT publiziert werden [75].
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Abbildung A-18 Ringerweiterungen und Rigidisierurgen: J-L aus [76], M-O aus [75]

IC50 KTZ = 2780 nM, IC50 ABT = 72 nM

A.5 Morbus Alzheimer

Die Alzheimer'sche Krankheit (Morbus Alzheimer) istlie haufigste Form der
Demenzerkrankungen und wurde 1907 erstmals vom sceen Psychiater und
Neuropathologen Alois Alzheimer beschrieben [77lrKnach der Jahrtausendwende litten
Schatzungen zufolge etwa 24,3 Millionen MenscheAlaheimer-Demenz [78].

Der grof3te Risikofaktor an Morbus Alzheimer zu arlieen ist ein fortgeschrittenes Alter. So
sind etwa 96 % der Erkrankten in den USA Uber @%elalt [79]. Es ist allerdings wichtig
anzumerken, dass ein fortgeschrittenes Alter niciitedingt die Ausbildung einer Demenz
mit sich bringt. So wurde von einer 115-Jahrigemnidbéet, die in prd- und postmortalen
Untersuchungen neuropsychologisch bzw. histologiaci dem Niveau von gesunden
Menschen im Alter von 60 - 80 Jahren lag [80].

Obwohl die Forschung das Wissen Uber die Alzheisecbe Krankheit in den letzten 30

Jahren stark erweitert hat, bleiben die genauelodisthen Vorgadnge der Pathogenese noch
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unbekannt [79]. Der aktuelle Wissensstand kann @&sed Stelle nicht in Ganze
wiedergegeben werden, sodass sich im Folgendendasif fir die vorliegende Arbeit
Wesentliche beschrankt wird.

A.5.1 B-Amyloid Peptide

Als Ausloser der Alzheimer'schen Krankheit wird,bea anderen Anséatzen und Theorien,
eine vermehrte Bildung von bestimmten Peptiden 3isbis 51 Aminosauren [81], den
sogenannterB-Amyloid Peptiden (&), diskutiert. Diese entstehen aus einem natuikich
Gehirn vorkommenden Transmembranprotein, dem AmdylRsecursor-Protein (APP). Neben
der im gesunden Menschen vorherrschenden, nichisadogenen Spaltung des APP durch
die o-Sekretase, kann das Protein auch durch pdi&ekretase und anschlielBend gie
Sekretase gespalten werden, worays eitsteht [82]. Diese hydrophoben Peptide kénnen
sich zu Agglomeraten zusammenschlie3en. In Hirngepe&iparaten von an Alzheimer-
Demenz Erkrankten finden sich dann sogenannte AdwAtaques, die aus A
Zusammenschlissen bestehen [83] und von denen tegrmind, dass sie neuronale Schaden

verursachen [84].

A.5.2 Mitochondriale Schaden und oxidativer Stress

Ein toxischer Effekt von B auf Mitochondrien ist eine weitere Theorie zunbohadigenden
Wirkung der Peptide [85]. Hierbei wird vermutet, sda A3 in Mitochondrien
Elektronentransport, ATP-Bildung, Sauerstoffverlofau sowie das
Mitochondrienmembranpotential beeintrachtigt unthiszu oxidativem Stress und letztlich
zur Apoptose fluhrt [86]. Zudem wurde gezeigt, dagsn vitro die Bildung freier Radikale
verursacht [87], was ebenso fur den Zusammenhangclzen fortschreitender Alzheimer-

Demenz und oxidativem Stress spricht.

A.5.3 Neuroprotektive Wirkung von neuroaktiven Ste  roiden

Neuroprotektive Agenzien, die den neurotoxischdekien von A entgegen wirken kdnnen,
sind in der Alzheimer Forschung von besonderemrdssge. Neuroaktive Steroide stellen
solche Agenzien dar. So konnte in der Vergangengetieigt werden, dass neuroaktive
Steroide auf verschiedenste Weise die neurotoxigdineung von A3 abmildern kénnen.
DHEA kann beispielsweise dosisabhéngig depaifduzierten Zelltod entgegenwirken [88].
Fur E2 konnte gezeigt werden, dass es zerebelklend/or einer A-vermittelten Apoptose
schitzen kann. Dies geschieht durch Erniedrigung Elgression des pro-apoptotischen

Faktors Bax und des wichtigen apoptotischen EnzZ@aspase-3 [89]. Weiter scheint E2 auch
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einen positiven Einfluss auf den Abbau vop #ehmen zu kénnen, indem es die Expression
Ap-abbauender Proteasen begiinstigt und sofiitekmittelte Zellschaden verhindern konnte
[90].

Eine Steigerung der Neurosteroidsynthese im Gehiére also ein interessanter Ansatz zur
Therapie von Morbus Alzheimer. Die neuroaktive Sabz Gammahydroxybuttersaure
(GHB) konnte dazu Maoglichkeiten bieten. Auf diesAnsatz und die neuroprotektiven

Eigenschaften von GHB wird in der Einfihrung zul Teidieser Arbeit nédher eingegangen.

B Ziele der Arbeit

In den einleitenden Kapiteln dieser Dissertatiohsficwurde gezeigt, wie komplex und
weitreichend die Steroidbiochemie ist und welch mgialtige pathophysiologische
Auswirkungen Stérungen in der Homdostase der Steron menschlichen Koérper haben
konnen. Die vorliegende Arbeit verfolgt das Zielend Kenntnisstand hinsichtlich der
Behandlung der drei vorgestellten, mit endogenemoften in Zusammenhang stehenden,
Krankheitsbilder PCa, BPS und Morbus Alzheimer zwegern. So sollen sowohl die
Maoglichkeit bekannte Therapieoptionen weiter zubessern als auch potentielle, neue

Ansatze zur Behandlung aufgezeigt und diskutiertier.

1. Das benigne Prostatasyndrom betrifft eine Vielzabih Mannern im dritten
Lebensdrittel. Eine wichtige Saule der Behandluag BPS sind diedR Inhibitoren
Finasterid und Dutasterid. Durch die Gabe diesezngistoffe konnen die
Beschwerden vieler Manner gelindert werden. Eine it&kentwicklung dieser
Hemmstoffe ist dennoch lohnenswert. Die Entwicklumcht-steroidaler Hemmstoffe
birgt das Potential off-Target Nebenwirkungen zumeiden. Weiter kdnnen durch
die Entwicklung potenterer Inhibitoren Tagesdosemingert werden. In Teil C dieser
Arbeit ,Biologische Evaluation neuartiger Inhibigor der humanend®Reduktase Typ
| und 1 werden beide Ansétze verfolgt. Eine beyebekannte Hemmstoffklasse
wurde um weitere Vertreter erweitert und ein ne@esndgerust fur @R Inhibitoren
wurde entwickelt. Diese neuen Verbindungen sollé@ntae biologische Aktivitat hin
evaluiert und diskutiert werden.

2. Das Prostatakarzinom tritt wie auch das BPS vanalbei alteren M&nnern auf und
hat eine hohe Pravalenz. Wie fir viele andere Kambs stehen bereits

Therapieoptionen zur Verfugung, die als durchauslgrersprechend bezeichnet
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werden konnen. Um auch Karzinome, die resistentemeglie bisherigen
Behandlungsmethoden sind, therapierbar zu macheaatetb CYP17A1 ein
vielversprechendes Target. Der 2011 in Deutschlandelassene CYP17A1
Hemmstoff Abirateron zeigt jedoch Nebenwirkungenge ddurch einen noch
zielgerichteteren Ansatz, namlich der Hemmung ras ziveiten Katalyseschritts des
bifunktionalen Enzyms CYP17Al, deri;olLyase, vermieden werden konnten.
Somit ware eine sicherere und den Patienten wemigkastende Therapie moglich.
Um dieses Ziel zu erreichen, soll der im Arbeitgkrelartmann in der Routine
durchgefuhrte CYP17A1 Hydroxylase Assay abgewandeltden. Ein neuer Lyase
Assay soll etabliert werden. Mit diesen beiden W¥etgen soll auf die erfolgreiche
Entwicklung von nicht-steroidalen CYP17Al1 Inhibkor aufgebaut und die
bestehenden Substanzbibliotheken des Arbeitskre@és selektive & ,gLyase
Hemmstoffe untersucht werden. Diese koénnten Stakiigu fir eine weitere
Optimierung sein. Die erhaltenen Ergebnisse wertteriTeil D in Form einer
Publikation vorgestellt und diskutiert.

. Die Alzheimer'sche Krankheit betrifft in einer albelen Gesellschaft immer mehr

Frauen und Manner. Obwohl es dank intensiver Forsghviele wissenschaftlich
fundierte Theorien zu den Ursachen der Krankhdit, gnuss die Atiologie von
Morbus Alzheimer noch immer als ungeklart bezeithwerden. Mit steigendem
Wissensschatz tber die pathogenen Vorgange im iGebir Erkrankten bieten sich
neue Ansatze zur Therapie. Ein solcher Ansatz lk&neuroprotektive Effekte von
Neurosteroiden und eine gezielte Steigerung ihyettese im Gehirn ausniitzen. Die
neuroprotektive Wirkung von Gammahydroxybutters&{@¢iB) konnte zumindest
zum Teil mit Neurosteroiden und der Steigerungrilikenzentration in Verbindung
stehen. In Teil E dieser Arbeit soll daher derflass von GHB auf die Synthese von

Neurosteroiden in einem vitro Modell untersucht und bewertet werden.

Die einzelnen Teile der Arbeit werden jeweils dusthe kurze Einfihrung eingeleitet. Die

Ergebnisse werden am Ende eines jeden Teils Hritisewertet. Eine abschlie3ende

Diskussion fasst die Ergebnisse dieser Dissertatissammen und bewertet sie in ihrem

Gesamtumfang.
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C Biologische Evaluation neuartiger Inhibitoren der
humanen 5 a-Reduktase Typ | und Il

Die in diesem Kapitel diskutierten Verbindungen dem im Arbeitskreis von Prof. Dr. Manoj

Kumar, Panjab Universitat, Indien, synthetisiertl whemisch charakterisiert.

C.1.1 Einfuhrung und Beitragsbericht

Ziel dieses Kapitels ist die biologische Bewertumguer Verbindungen alsaBReduktase

(5aR) Inhibitoren. Somit soll der durch einen Inhibitbesetzbare Raum in den beiden
Isoformen des Targetenzyms weiter erforscht werdenpeue und potentere Hemmstoffe zu
erhalten. Es ist geplant, die in diesem Kapitelkaligrten Verbindungen und die
entsprechenden biologischen Daten zu patentierehimreine Publikation einflieRen zu

lassen.

C.1.2 Verbindungsklassen und Designrationale

Die vorliegende Studie umfasst Verbindungen dreidassen mit unterschiedlichen
Grundgeristen. Sie erganzt und erweitert eine vgeirende Studie von Aggarwetlial. Gber
die Hemmaktivitat von 17a-Aza-17a-homo-Steroidegegeiber der & [91].

Die grundlegende Rationale zum Design der dort Hredmenen Verbindungen kombiniert

zwei literaturbekannte Anséatze:

1.) Den kompetitiven Inhibitoren Finasterid und Dutastedhnliche Verbindungen
kénnen durch das ,Umdrehen” des Steroidhemmstadfbalten werden (,inverted
inhibitor*). Diese Herangehensweise bezeichnet d2ssign von steroidalen
Inhibitoren, deren D-Ring und A-Ring den A-Ring bzden D-Ring des naturlichen
Steroidsubstrats imitieren. Dies kann durch Erwertg des D-Funfrings des Steroids
durch Einfihrung einer 17a-Aza-Gruppe gescheheh (@2Abbildung C-1). Somit
entsteht eine neue Verbindung mit den 4-Azasteemuhstoffen &hnlichen

Eigenschaften.
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Abbildung C-1 Ansatz 1.) zum Hemmstoffdesign
I: Testosteron als natirliches Substrat
II: allgemeine Struktur eines ,inverted inhibitor*

[II: Beispiele fur mogliche Homo-D-Ringe

2.) 3-Carboxysteroide wie der unkompetitive Hemmestgdfi&erid entfalten lhre
Hemmwirkung vermutlich durch Ausbildung eines teemaKomplexes des
Carboxylats mit dem enzymgebundenen NAQS Abbildung C-2). Wichtig ist
weiter eineA®-Doppelbindung. Einé>-Doppelbindung kann die Hemmwirkung

weiter verstéarken. [93, 94]
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NADPH T DHT NADP*

E + NADPH E+NADPH+T —> E+NADP' +DHT

Abbildung C-2 vorgeschlagener Mechanismus derdlR Hemmung durch steroidale Acrylate
nach Levyet al. [93]
E: Enzym
grin: Enzymreaktion ohne Inhibitor
orange: Inhibitorzugabe

rot: ternérer Enzym-NADP *-Inhibitor Komplex

Durch Kombination dieser beiden Ansatze konnterarigge mR Hemmstoffe entstehen, die

die 3-Carboxygruppe enthalten und die ebenso d8udpstitution des Wasserstoffs an der
17a-Azagruppe vielfaltig variiert werden konnen. it&fe stellen auf dem Syntheseweg

erhaltene Intermediate wie 3-Cyano- oder 3-Bromogte ebenfalls potentielle Hemmstoffe

nach 1.) dar.

Die nun vorgestellten neuen Klassen umfassen 1&aiXa-homo-androstene, 17-Aza-17a-
homo-androsten-16,17a-dione und 5-Aza-Aé&-homo-androstane. Letztere Klasse folgt
nicht der oben beschriebenen Designrationale umersoheidet sich strukturell stark von im

menschlichen Organismus vorkommenden Steroiden.
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C.1.3 Zusammenfassung der Vorgangerstudie

R2
N
R4
Hemmung aRI Hemmung aRII
Verb. R Ro
bei 10 uM bei 10 uM
|C50 ICSO
[%0] [%0]
V1l -Br -H 345+1,7 - 45,6 £5,2 -
V12 -CN -H 27,6 +9,3 - 9,9+59 -
V13 -CN Methyl 93,0+3,1 - 135x7,1 -
V14 -CN Ethyl 56,1 +£3,7 - 48,9 £ 2,7 -
V15 -CN Allyl 20,8 £3,9 - 3,3£5,7 -
V16 -CN Benzyl 0 - 34,7 £ 8,6 -
V20 -COOH -H 0 - 62,9+2.2 -
54,195
V21 -COOH Methyl 189+1,1 - 100 M
n
22,1+24
V22 -COOH Ethyl 32,3+1,5 - 100
nM
72,8 +£2,3
V23 -COOH Allyl 0,4+£0,5 - 100
nM
Tabelle C-1 17a-Aza-17a-homo-androst-3,5-dien-1f@ und Hemmwerte aus vorhergehender Studie

[91]. Zur besseren Orientierung wurde die Nummeirung aus der Publikation

Ubernommen und die entsprechenden Verbindungen midem Prafix VV versehen

(=Vorgangerstudie)
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Tabelle C-1 fuhrt die zum spéateren Vergleich wigdn Verbindungen der Vorgangerstudie
von Aggarwalet al auf. Unter dermN-unsubstituierten Verbindungen sind VerbindiidL (3-
Bromo) und V12 (3-Cyano) als schwach bis moderat aktive, relathselektive &R
Hemmstoffe zu betrachten. Im Gegensatz dazu idtiM@ungV20 (3-Carboxy), die die oben
beschriebenen Designanséatze kombiniert, ein sekenfgs und auch selektiveraRlI
Hemmstoff.

Weiter zeigt sich, dads-substituierte 3-Cyanoverbindungen bessetiel 3Hemmstoffe sind,
wobei der Methylrest die optimale GroRe aufzuwemsdreint und Reste mit steigender GrolRe
immer weniger vom Enzym akzeptiert werden. Im Hiclblauf %RIl Hemmung bringt
Ethylsubstitution die aktivste Verbindung dieseufe hervor. Letzteres trifft auch auf die
Gruppe der 3-Carboxysteroide zu. Die ethylsubsiitai Verbindung stellt den aktivsten
50aRIl Hemmstoff der Publikation dar. Die Designrata heterozyklischer D-Ring plus 3-
Carboxygruppe kann somit zu potentefiRE Hemmstoffen fuhren.
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C.2 Ergebnisse zu neuen Hemmstoffen der humanen5 aR
C.2.1 17a-Aza-17a-homo-androstene

C211 Modifikation in 3- und 6-Position

H H
N N
R1 R1
Ry
K21, K22, K24 K1-3
Hemmung aRI Hemmung &RII
verb. R Re beidopM L be0RM
(%] 50 [M (%] 50 [M
K21 -Br - 17,0+x5,4 - 0 -
K22 -CN - 53,7+88 126+054 386+28 16,3+1,3
K24 -COOH - 0 - 0 -
K1 =0 =0 1,3+4,2 - 80,3+59 3,8+0,3
K2 =NOH =NOH 0 - 342+1,2 -
K3 =NNHCSNH, =NNHCSNH, 2,3+1,3 - 0 -
Tabelle C-2 Hemmwerte der 17a-Aza-17a-homo-andromte und deren Modifikation in 3- und 6-

Position

Tabelle C-2 zeigt Verbindungen der 17a-Aza-17a-tvamdrostenklasse, die in 3- und 6-
Position substituiert sind, und deren Hemmwertes B&yanosteroit22 weist als einziges
moderate Aktivitat (IGo= 13 uM) gegeniuber denRI auf. Verbindundk22 hemmt ebenfalls
die 2RIl (ICs0 = 16 pM), istsomit aberein leicht potenterer Hemmstoff deafl als der
5aRIl mit einem Selektivitatsfaktor Kg(5aRII/5aRI) von 1,3. Verglichen mit dieser
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Verbindung ist das entsprechende 3-Bromoderkal deutlich schwacher potent. Die
Aktivitat gegentber der oIl verschwindet vollig im Fall vorkK21 und auch die &Rl
Hemmaktivitat ist mit 17,0 % bei 10 uM nur nochselch ausgepragt.

Auch die 3,5-Diketoverbindungl zeigt eine hohe Selektivitat und hemmt mit einély |
von etwa 4 uM vor allem diedRIl. VergroRerung der Substituenten ap hd G flihrt
allerdings schrittweise wieder zu inaktiven Verhinden, wobei Verbindun$2 als 3,6-
Dioxim noch eine moderate Hemmaktivitat gegentleersdRI1l aufweist.

C.2.1.2  3-Cyanoverbindungen

R
N
NC
Hemmung &RI Hemmung &RII
Verb. R
bei 10 uM [%] 1Go [UM] bei 10 uM [%] 1Go [MM]

K22 -H 53,7+8,8 12,6 £ 0,54 38,6 +2,8 16,3+1,3
K23  Methyl 0 - 76+1,9 -
K25 Ethyl 10,0+ 0,1 - 16,6 £5,5 -
K29 i-Propyl 0 - 91,8+1,5 0,86 + 0,02
K26 Allyl 0 - 0 -
K28 Butyl 0,6 £0,1 - 0 -
K27 Phenyl 7,/1+£14 - 88,7+04 1,9 £ 0,07

Tabelle C-3 Hemmwerte der 17a-Aza-17a-homo-andro&,5-en-3-carbonitrile
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Durch Einfuhrung verschiedener hydrophober Sulestien am Stickstoff kommt es zu
einem nahezu vollstandigen Verlust deRb Hemmaktivitat (siehe Tabelle C-3). Im Falle der
50RIl kommt es im Gegensatz dazu zur deutlichen 8teigy der Hemmaktivitat durch
Einfuhrung einedN-i-Propyl- K29, ICs¢= 0,86 uM) bzwN-PhenylrestsK27, 1Cso= 1,9 uM).
Die Allyl- und Butyl-substituierten Verbindungef26 bzw. K28 hingegen sind bei 10 uM
vollstandig inaktiv gegeniber den beidexR5SubtypenK23 und K25 (N-Methyl bzw. N-
Ethyl) zeigen lediglich eine sehr schwache Hemmikti Die Grol3e des am Stickstoff
eingefuhrten Substituenten hat also einen deutliéhefluss auf die Hemmaktivitat gegen die
5aRIl. Die Steigerung vomN-Methyl- zur N-i-Propyl fihrt von einem schwachen Hemmstoff
(K23) zu einem der potentesten Verbindungen der St@Ki29). Die weiter erhdhte
Sperrigkeit des Butylsubstituenten fuhrt zu volirg&Virkverlust. Trotz héherem raumlichen
Anspruchs konnte durch die Einfuhrung des Phergsesine relativ potente Verbindung

erhalten werden. Die Ausbildung eimer-Wechselwirkung ist eine denkbare Erklarung.

C.21.3 3-Carboxyverbindungen

R
N
HOOC
Hemmung &RI Hemmung &RII
Verb. R
bei 10 uM [%] 1Go [LM] bei 10 uM [%] 1Go [UM]

K24 -H 0 - 0 -
K30 Ethyl 0 - 0414 -
K34 i-Propyl 0 - 33414 52,6+19
K31 Allyl 0 - 45,7 +5,1 -
K33 Butyl 0,4+4,7 - 6,734 -
K32 Phenyl 0 - 219+1,6 39,3+4,3

Tabelle C-4 Hemmwerte der 17a-Aza-17a-homo-andro&,5-en-3-carbonsauren
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Im Falle der 3-Carboxyverbindungen weisen sowoldl dnsubstituierte als auch di
substituierten Verbindungen keine Hemmaktivititeegeniber der Rl auf. Die
Verbindungemmit Allyl-, Phenyl- undi-Propyl-Substituenten am StickstoK31, K32 bzw.
K34 (22-46 % bei 10 uM), hingegen zeigen eine schwdikemoderate Hemmung der
50RIl. Die Sauregruppe ist also in der Klasse der-AZa-17a-homo-androstene ein
wichtiger Faktor zum Erreichen deafSIl Selektivitat.

Weiter lasst sich ein &hnlicher Trend wie schonden 3-Cyanoverbindungen beschrieben
beobachten. VergréRerung des Substituenten gehvenstarkung der Hemmaktivitat gegen
die SuRIl einher. In dieser Serie scheint allerdings Alilylsubstitution die beste raumliche
Ausfullung der Bindetasche mit sich zu bringen. Bleenylverbindung ist hingegen deutlich
schwécher aktiv und scheint somit keine starke \&&ahirkung mit dem Enzym ausbilden zu

kdnnen.
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C.2.2 17-Aza-17a-homo-androsten-16,17a-dione

C.221 Modifikation in 3- und 6-Position

0] O
NH NH
O O
Ri Ri
Ro
K7, K8, K10 K4-6
Hemmung aRI Hemmung aRII
Verb. R R2
bei 10 uM bei 10 uM
1Cs0 [HM] 1Cs0 [MM]
[%] [%]
K7 -Br 23+13 - 324+£29 -
K8 -CN 32+1,.2 - 149+2,0 -
K10 -COOH 6,3+0,9 - 0 -
K4 =0 =0 0 - 0 -
K5 =NOH =NOH 1,3+23 - 353+5,7 -
K6 =NNHCSNH, =NNHCSNH  2,1+1.3 - 0 -

Tabelle C-5 Hemmwerte der 17-Aza-17a-homo-androstel6,17a-dione und deren Modifikation in 3-

und 6-Position

Tabelle C-5 zeigt das 3-BromoderidaI im Vergleich mit den Verbindungek8 (3-Cyano)
und K10 (3-Carboxy). Die Bromverbindung ist dabei aktigegenuber deroRll (32 % bei
10 uM) und die praktische Inaktivitat gegentberBdR| bringt eine Selektivitat gegen diese
Isoform mit sichK8 hingegen ist im Vergleich schwacher aki\,0 inaktiv.

Die 3,6-Diketoverbindung K4 st ebenso inaktiv wie die 3,6-

Dihydrazincarbothioamidverbinduni6. Interessanterweise ist die 3,6-Dioximverbindung
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K5, die von der Substituentengrof3e her betrachtesche#nK4 und K6 liegt, ein moderat

potenter GRII Hemmstoff.

C.2.2.2  3-Cyanoverbindungen

(0]
N,R
(@]
NC
Hemmung &RI Hemmung &RII
Verb. R
bei 10 uM [%] 1Go [LM] bei 10 uM [%] 1Go [UM]
K8 -H 3,2+1,2 - 149+2,0 -
K9  Methyl 1,0+ 0,6 - 0 -
K11 Ethyl 0 - 38,3+ 3,6 154 +1,2
K15 i-Propyl n.d. n.d. n.d. n.d.
K12 Allyl 0,8+x2,4 - 0 -
K14 Butyl 8,6+0,1 - 89+2,1 -
K13 Phenyl 6,1+1,6 - 26,2+25 -
Tabelle C-6 Hemmwerte der 17-Aza-17a-homo-andros};5-en-16,17a-dion-3-carbonitrile

n.d.: nicht bestimmt; Bestimmung des Hemmwertesnumaoglich. Wahrscheinlich

begriindet in einer Interferenz der Verbindung mitdem Szintillationsdetektionssystem

In der Gruppe der 17-Aza-16,17a-0x0-17a-homo-aneine3-carbonitrile finden sich wenige
aktive Verbindungen. Der aktivste Vertreter ist Madung K11, die einen Ethylrest am
Stickstoff tragt und mit einem Kgvon etwa 15 uM selektiv dieo®ll hemmt. Verbindung
K13 ist mit ihrem sperrigen Phenylrest ebenso schwaktiv wie die unsubstituierte
VerbindungK8. Die N-ButylverbindungK14 stellt einen schwach aktiven und unselektiven
50R Inhibitor dar. Methyl- und Allylsubstitution lass jegliche Hemmaktivitat

verschwinden. Keine der Verbindungen zeigt erwabwente Aktivitat gegentber deaBI.
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C.2.2.3  3-Carboxyverbindungen

O
N,R
@]
HOOC
Hemmung &RI Hemmung &RII
Verb. R
bei 10 uM [%] 1Go [HM] bei 10 uM [%0] 1Go [UM]

K10 -H 6,3+0,9 - 0 -
K16 Ethyl 11,4+£2,0 - 59,9+49 9,7+0,68
K20 i-Propyl 0 - 0 -
K17 Allyl 1,7+£2;3 - 0 -
K19 Butyl 0,623 - 26+1,1 -
K18 Phenyl 0 - 249+0,5 -

Tabelle C-7 Hemmwerte der 17-Aza-17a-homo-andros;5-en-16,17a-dion-3-carbonsauren

Die Carbonséaureserie der 17-Aza-17a-homo-andrdsigi¥a-dione bringt lediglich zwei
Hemmstoffe von nennenswerter Aktivitdt hervor. DiRhenylverbindungK18 ist ein
schwacher, aber relativ selektiver Hemmstoff deRlh Die Hemmstarke bei 10 uM betragt
25 %. Starker aktiv ist das Ethylderiv@l6, das die &RII mit einem IGo von knapp 10 uM
hemmt. Gleichzeitig hemnK16 bei dieser Konzentration diexBI zu 11,4 %. Die Ubrigen
VerbindungenK10, K17, K19 und K20 sind als inaktiv anzusehen. Der Einfluss der
Substituenten auf die Hemmaktivitat ist somit veigibar mit der Klasse der oben
beschriebenen 3-Cyanoverbindungen (s. Absc@ni?.2).
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C.2.3 5-Aza-des-A-7a-homo-androstane

R
HN
R2
K35, K36, K41, K42 K37-40
Hemmung &RI Hemmung GRII
verb. R R bei 10 uM bei 10 uM
1Cs0 [MM] 1Cs0 [UM]
[%] [%]
O
K35 HO)W =0 4,8+0,1 - 0 -
K36  HO " -H 0 - 35,1 +6,0 -
0
K41 /\OM =0 8,2+0,5 - 0 -
S A
K42 O)W =0 4,7+23 - 0 -
0]
K37 HO)W =0 12,2+2,0 - 78,3+4,6 4,8+0,09
K38  HO " -H 58+1,5 - 94,3+0,1 0,47 +0,042
O
K39 /\O)W =0 0,90 +5,1 - 538+6,9 9,2:0,8
S A
K40 O)W =0 1,1+33 - 453+32 13,1%0,38

Tabelle C-8

Hemmwerte der 5-Aza-de#-7a-homo-androstane
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Die Derivate aus der Klasse der 5-Aza-éega-homo-androstane sind strukturell am
weitesten von den naturlich im Menschen vorkommartgieroiden entfernt. Dennoch stellt
diese Klasse funf potentaxBIl Hemmstoffe. Die Verbindungen mit der 6-Methyiten-2-
yl-Seitenkette K35, K36, K41 undK42) sind bis auK36, die als einzige Verbindung dieser
Untergruppe kein Lactam ist und eine 3-Hydroxyptdpgitenkette tragt, inaktiv gegenuber
der RI und WRII. K36 besitzt eine zumindest moderatdR3l Hemmaktivitat von 35 % bei
10 uM, wohingegen die vom Spirostan abgeleitetagigdaren VerbindungerK37-40 alle
moderat bis stark aktiv sind @& 0,5-13 uM) und gleichzeitig eine deutlich ausgepe
Selektivitat gegeniuber deaRI aufweisen.

Unter den 6-Oxo-Verbindungen besitgB7 mit ihrer Propionséaureseitenkette und einem
ICso-Wert von etwa 5 uM die hochste Aktivitat. Verestey der Seitenkette fuhrt zu leichten
EinbuRen in der HemmaktivitakK89, 1C50=9,2 uM undK40, IC50=13 uM). Dies ist
wahrscheinlich nicht durch Verlust der Mdglichkeihe Salzbriicke auszubilden begrindet,
da der Aktivitatsverlust in diesem Falle deutlictirker wére. Der raumlich kleinere
EthylesterK39 ist aktiver als der-PropylesteiK40. K38, der die 6-Oxogruppe fehlt und an
Ci0 eine 3-Hydroxypropyl-Seitenkettagt, stellt mit einem 1G-Wert von 0,47 uM die
aktivste Verbindung unter allen in dieser Studiegestellten neuen Verbindungen dar.

Da die Verbindung — wie alle hier aufgefiihrten SaAdesA-7a-homo-androstane — als
Racemat vorliegt, ist die Mdoglichkeit gegeben, dureine Enantiomerentrennung eine
Verbindung mit noch besserer Aktivitat und Selekditvzu erhalten. Vollstandige Inaktivitat
des Distomers vorausgesetzt, kann so eine bis mifaclkie Steigerung der Hemmaktivitat

erreicht werden.

C.3 Vergleich und Bewertung der Verbindungsklassen

In den vorangegangenen Abschnitten wurden etwaed@ Werbindungen vorgestellt und im
Hinblick auf ihre ®R Hemmaktivitat evaluiert. Das Ziel, die Potenz Hemmstoffe weiter

zu steigern, konnte leider nicht erreicht werdeanimbch konnen die Ergebnisse dieser Studie
und der Vergleich mit den Inhibitoren aus der Fkdilon von Aggarwakt al. [91] sowohl
einen wertvollen Beitrag zur Erweiterung der Kemsga Uber durch das Enzym akzeptierte
Strukturmerkmale leisten als auch Mdglichkeiten deiteren Optimierung der Inhibitoren

aufzeigen.
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C.3.1 Vergleich der 17a-Aza-17a-homo-androst-3,5-d ien-17-one mit den 17a-

Aza-17a-homoandrostenen

Die in der Tabelle C-aufgefihrten Verbindungen lassen sich gut mit deum vorgestellten
17a-Aza-17a-homoandrostenen vergleichen, da diedStwktur der alten Verbindungen
sich lediglich durch eine zusatzlich vorhandene g@dxppe an ¢ unterscheidet.

Die Anwesenheit der 17-Oxogruppe bewirkt einen ldghen Unterschied in der
Hemmaktivitat. Die 17-Oxo-Verbindungevill und V20 zeigen eine deutlich hoherefS
Hemmaktivitat als ihre Pendank®21 und K24. Dies scheint auch fur die meisten anderen
Verbindungen zu gelten, und die 17-Oxoverbindung&B-15 und V22-23 sind aktiver als
die neue Derivat&23, K25-26 undK30-31.

Einzige Ausnahme sind die Verbindungét2 undK22 (3-Cyanoverbindungen). Von diesen
beiden, am Stickstoff unsubstituierten, Verbindungeigt die Verbindung B2 (ohne 17-
Oxogruppe) eine leicht hohere Potenz gegeRl BHzw. mRIl (54 % und 39 % bei 10 uM) im
Vergleich zuv12 (28 % und 10 %).

Vergleicht man die besten Verbindungen beider Suagiruppen untereinander, wird schnell
deutlich, dass die Oxogruppe allerdings einen uiegend positiven Effekt hat. So finden
sich in der vorhergehenden Studie drei Verbinduny&i, V22 undV23) mit ICs¢-Werten
gegen die &RII im zweistelligen nanomolaren Bereich. Die Grapger neuen Aza-17a-
homoandrostene bringt lediglich eine Verbindungemem IG,-Wert im hohen dreistelligen
nanomolaren Bereich hervoKZ9). Alle anderen Verbindungen dieser Klasse sinds te
deutlich, schwéacher aktiv. Diese Ergebnisse dedésauf hin, dass die Bindung an das aktive
Zentrum des Enzyms durch die Ausbildung einer Wassigbriicke mit der Oxogruppe als
Wasserstoffbriickenakzeptor deutlich verstarkt wekdienn und somit aktivere Verbindungen
erhalten werden konnen. Ebenso kénnte die mit @éHgbridisierung des G-Atoms
einhergehende Planaritat eine Rolle spielen.

Es ist weiter interessant, dass die 3-Carboxy- died3-Cyanoverbindungen innerhalb der
alten und der neuen Studie ganzlich andere QualitéitBezug auf diedRIl-Hemmaktivitéat
haben. So zeigen sich die 3-Cyanoverbindungenltisr Studie deutlich schwacher aktiv als
die analogen 3-Carboxyverbindungen. Im Gegensau giad die 3-Cyanoverbindungen der
neuen Studie meist deutlich aktiver als die entdprden 3-Carboxyverbindungen.
Besonders deutlich ist dies am Vergleich zwischemNtisopropylderivaterkK29 (3-Cyano)
und K34 (3-Carboxy) (IGdaRIl 0,86 uM vs. 53 uM) oder zwischen deN-
PhenylverbindungeiK27 (3-Cyano) unK32 (3-Carboxy) (1Ge5aRIl 1,9 uM vs. 39 uM) zu
sehen. Eine Ausnahme stellt nur das Allylderi@1 (3-Carboxy) dar, das mit einer

42



Biologische Evaluation neuartiger Inhibitoren dantanen 6-Reduktase Typ | und Il

Hemmung von 46 % bei 10 uM der inaktiven, korresierenden 3-Cyanoverbindui6
deutlich Gberlegen ist.

Eine Moglichkeit zur Erklarung dieses Phanomensnk&in der Designrationale, die in der
Einfuhrung beschrieben wurde, zu finden sein. Da Acrylatgruppe mutmallich den
Enolatiibergangszustand (vgl. Abbildung A-11 undiflung C-2) imitiert, ist gegeben, dass
der A-Ring des Inhibitors die Position des A-Ringsdnatirlichen Steroidsubstrats in der
Bindetasche einnimmt. Somit ist offensichtlich, slagi diesen Verbindungen der erweiterte
D-Ring nicht die Position des A-Ring imitieren kafdennoch konnten durch diesen Ansatz
potente 17a-Aza-17a-homoandrostencarbonsaurerneasrhvabrden, was belegt, dass der 17a-
Aza-homo-D-Ring auch die Position des D-Rings degylsubstrats einnehmen kann und
weiter eine Erh6hung denRIl Hemmstéarke durch das Einfiihren von Substitueeteielbar
ist.

Obwohl denkbar ware, dass auch die Nitrilgruppewtie der Acrylatgruppe eingegangene
Interaktion mit dem enzymgebundenen NADRingehen kann, ist die Starke der
Wechselwirkung wahrscheinlich geringer. Dass diar&jruppe nicht durch andere polare
Substituenten ersetzt werden kann, zeigt der bis1@Q-fache Aktivitatsverlust nach
Einfuhrung eines Alkohol-, Aldehyd- und Amidrestes 3-Position [93]. Somit ist
wahrscheinlich, dass die 3-Cyanosteroide eine gdmzandere Bindestelle des Enzyms
besetzen bzw. in einem anderen Bindungsmodus hiddedieser konnten die Verbindungen
dann als ,umgekehrte Binder” fungieren, wobei demnté-D-Ring die Position des A-Rings
des Substrats einnahme. Es ist offensichtlich, dasdieser Ausrichtung im Enzym, im
Vergleich zu den 3-Carboxyverbindungen, andere bgRiodifikationen akzeptiert werden

koénnen.

Bezuglich der Hemmung denRBI lassen sich nur schwer Vergleiche zwischen arren und
den alten Verbindungen ziehen. Eine in der Vorggmgadikation festgestellte, interessante
Strukturwirkungsbeziehung kann in der Gruppe deruene Verbindungen nicht
wiedergefunden werden. Aggarwetl al beobachteten, dass, wenn die 3-Cyanoverbindung
V11 am Stickstoff methylsubstituiert wird, die Hemmak&t gegen die &RI stark ansteigt
(von 28 % auf 93 % bei 10 uM). Eine VergrolRerung Kiettenldnge des Substituenten flhrt
sukzessive wieder zu schlechteren Verbindungen. déit Methylgruppe wird also die
optimale Grol3e der Seitenkette erreicht. Ein Bhck die neuen Verbindungen lasst leider
keine solche Korrelation erkennen. Hier ist, wieemlschon erwéhnt, die unsubstituierte

Verbindung die einzige, zumindest moderat, aktiegem die GRI.
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C.3.2 Vergleich der 17a-Aza-17a-homo-androst-3,5-d ien-17-one mit den 17-Aza-
17a-homo-androsten-16,17a-dionen

Die neuen 17-Aza-17a-homo-androsten-16,17a-diorterssheiden sich starker von den
Verbindungen der alten Studie als die neuen l17aiXzahomoandrostene. Ein direkter
Vergleich fallt damit etwas schwerer. Es lasst sibkr schnell feststellen, dass auch erstere
schwachere Hemmpotenzen vorweisen als die alteeegldichsverbindungen. Moderat aktiv
gegen eines der beiden betrachteten Isoenzymeogesifd lediglichK7, K11, K13, K16,
K18 und das 3,6-Dioximderivd€5. Ein naherer Blick auf die Hemmeigenschaften zelgss
der in Abschnitt C.3.1 erlauterte Unterschied ziwen den 3-Carboxy- und den 3-
Cyanoverbindungen deutlich schwacher, wenn Ubethtagtzustellen ist. Der KgWert
gegen die &RII unterscheidet sich bei ddw-EthylderivatenK11l (3-Cyano) undK16 (3-
Carboxy) nur um den Faktor 1,6. Bei derPhenylderivaterK13 (3-Cyano) undK18 (3-
Carboxy) ist bei der prozentualen Hemmung bei 10kei Unterschied feststellbar. Die von
dem Hemmstoff eingenommene Bindestelle akzeptfeahsichtlich beide Modifikationen an
der 3-Position des Steroids. Da die Anzahl dewvektiVerbindungen in der hier betrachteten
Gruppe deutlich geringer ist, lasst sich nur schwber funktionelle Gruppen, die die
Hemmstarke erhdhen, diskutieren.

Interessant ist allerdings der Vergleich der nabevandtenN-EthylverbindungerkK1l und
V14. Bei dhnlicher Hemmstéarke gegen dieRH zeichnet sich das neue 17-Aza-17a-homo-
androsten-16,17a-dion durch eine deutlich ausgepréglektivitat gegentiber deafsl aus
(0,0 % vs. 56 % @&RI-Hemmung bei 10 uM voK11 bzw.V14).

C.3.3 Vergleich der 17a-Aza-17a-homo-androst-3,5-d ien-17-one mit den 5-Aza-

des-A-7a-homo-androstanen

Der Vergleich dieser beiden Verbindungsklassennishinbetracht der grof3en strukturellen
Unterschiede schwer mdglich. Es lasst sich ohnepotengestlitzte Untersuchungen kaum
eine Aussage treffen, ob strukturelle Features dee Stickstoff oder die Sauregruppe
Uberhaupt die gleiche Position in der Bindetasacheelhmen. Feststellen lasst sich dennoch,
dass die 5-Aza-deA-7a-homo-androstane von allen neu vorgestelltesd€ia am ehesten an

die Potenz der 17a-Aza-17a-homo-androst-3,5-diearErheranreichen.

C.4 Weiterentwicklung der Substanzklassen

Die vorliegende Studie zwRI und mRIl Hemmstoffen stellt eine interessante Erganzzung

den Ergebnissen aus vorangegangenen Hemmstoffstuthe. Zwar brachte die hier

durchgefuhrte Studie deutlich weniger potente \fetbngen hervor (in der vorhergehenden
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Veroffentlichung [91] konnten Inhibitoren mit & Werten im zweistelligen nanomolaren
Bereich erhalten werden), dennoch erweitert sieWlssen Uber die Akzeptanz des aktiven
Zentrums der &R-Isoformen | und Il gegeniber Hemmstoffen um wahév Erkenntnisse
und zeigt neue Méglichkeiten zur Weiterentwickluey Substanzklassen auf.
Ausgangspunkte fir neue Serien von selektiveRIBHemmstoffen kdnnten beispielsweise
die N-unsubstituierten Verbindungefil, K2, K5 und K7 sein. Vor allemK1 (3,6-Diox0)
scheint vielversprechend zu sein. Diese Verbindumgmt die &GRII mit einem 1Gy-Wert
von etwa 4 uM und ist dabei als vollkommen selelgageniber @RI anzusehen. Die
Einfuhrung verschiedener Substituenten am Stickstiofl hochstwahrscheinlich interessante
Verbindungen hervorbringen.

Um zu bestéatigen oder zu widerlegen, ob die veesignen Verbindungsgruppen tatsachlich
unterschiedliche Bindestellen einnehmen, wie in ohb#t C.3.1 vermutet, sind
enzymkinetische Untersuchungen lohnenswert. Es tkdso eine sichere Aussage dartber
getroffen werden, ob die Verbindungen unterschibein Bindungskinetiken folgen und
somit einige kompetitive und andere unkompetitivieibitoren darstellen. Sollte dies der Fall
sein, ist es sicherlich sinnvoll dies bei der Weitdwicklung der Verbindungen zu
berticksichtigen und eventuell nur einen Weg zuolgei.

Weiter wurde mit den neuen 5-Aza-désta-homo-androstanen eine sehr interessante und
auch vielversprechende Verbindungsklasse vorgedi@tie vergleichende Bewertung dieser
Klasse gestaltet sich noch als schwierig, da zwtaohr wenige Vertreter auf Aktivitat
getestet werden konnten. Die Mdglichkeiten der &taon dieser Verbindungen sind noch
nicht ausgeschopft. Optionen zur Modifikation déttivesten VerbindungK38 waren
beispielsweise die Einfuhrung von Alkoholrestensebiedener Ladnge an; Rvgl. Tabelle
C-8), die Veresterung dieser mit Sauren verschied€&réRen und die bisher ungenutzte
Maoglichkeit der Einfihrung diverser Substituentem &tickstoff, ahnlich dieser Studie.
Weitere Vorteile der Substanzklasse sind diRI&Selektivitat und die Mdglichkeit durch
Enantiomerentrennung oder enantiomerenselektiveth8ya aktivere Verbindungen zu
erhalten. Die Klasse der 5-Aza-désfa-homo-androstane ist auRerdem strukturell adéutli
weiter von naturlich vorkommenden Steroiden entfals die Ubrigen in dieser Arbeit
betrachteten Substanzklassen, was das Auftretersteooidbezogenen Nebenwirkungen bei

einer moglichen klinischen Studie am Menschen wamigahrscheinlich macht.
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D Entwicklung eines CYP17A1 C 1720-Lyase-Assays und
biologische Evaluierung einer Substanzbibliothek

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein biologischssay zur Bestimmung der
Hemmpotenz von Substanzen gegeniber depsCyase-Aktivitdt des Enzyms CYP17A1
entwickelt. Zur Bestimmung der Selektivitdt gegesrider 1dé-Hydroxylase-Aktivitat von
CYP17A1 wurde der bereits im Arbeitskreis Hartmastablierte Assay modifiziert. Eine
Substanzbibliothek, bestehend aus bereits puliknerCYP-Hemmstoffen, wurde auf
Aktivitat und Selektivitat bezuglich der genanntenzymreaktionen untersucht. Die Assays
und die erhaltenen Ergebnisse wurden in einem déridksammengefasst und verdffentlicht.
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A screening of structurally different steroid hormone synthesis inhibitors was performed in order to
find a starting point for the development of a new inhibitor of the bifunctional steroidogenic enzyme
CYP17A1. Emphasis was placed on determination of selectivity between the two catalytic steps, namely
17a-hydroxylase and Cy70-lyase. For that purpose a new inhibition assay has been developed. Hits
identified within this novel assay demonstrated selective inhibition of CYP17A1 lyase activity, and thus
mark the basis for the development of selective Cy70-lyase inhibitors for the treatment of prostate cancer.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Seventy years after the elucidation of the dependence of
prostate cancer (PCa) on androgens [1], this disease still is amongst
the five leading causes of cancer death in men in the US.
and Western countries. Although established treatment meth-
ods, namely surgical or medical castration (with GnRH analogs)
often in combination with antiandrogens, exist, they failed in
advanced disease states, the so-called castration resistant prostate
cancer (CRPC). However, patients suffering from CRPC can clearly
benefit from the newly approved drug abiraterone acetate [2].
This pregnenolone derivative was designed as an inhibitor of the
enzyme 17a-hydroxylase/Cy720-lyase (CYP17A1) [3] which cat-
alyzes two key reactions in steroid hormone biosynthesis. In a

Abbreviations: 170H-P4, 17a-hydroxyprogesterone; 170H-Ps, 17a-
hydroxypregnenolone; CRPC, castration resistant prostate cancer; CYP17A1,
17a-hydroxylase/Cy720-lyase; DHEA, dehydroepiandrosterone; GnRH,
gonadotropin-releasing hormone; hydroxylase, 17a-hydroxylase; lyase, Ci7:0-
lyase; P4, progesterone; Ps, pregnenolone; PCa, prostate cancer.

* Corresponding author at: Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, Saarland
University, Campus C2.3, 66123 Saarbriicken, Germany. Tel.: +49 681 302 70300;
fax: +49 681 302 70314.

E-mail addresses: rolf.hartmann@helmholtz-hzi.de, rwh@mx.uni-saarland.de
(R.W. Hartmann).

0960-0760/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.jsbmb.2012.10.019

first step the substrates progesterone (P4) and pregnenolone (Ps)
are hydroxylated in 17« position of the steroid to yield 17a-
hydroxyprogesterone (170H-P4) and 17a-hydroxypregnenolone
(170H-Ps), respectively. At this node of glucocorticoid and andro-
gen biosynthesis the Cy750-lyase (lyase)activity of CYP17A1 cleaves
the Cy7-Cyp bond of 170H-Ps to produce the Cig-steroid dehy-
droepiandrosterone (DHEA) (Fig. 1). In healthy men androgens are
only produced in the testes (ca. 90%) and the adrenals, whereas
in PCa patients there is notable production of androgens also in
the tumor tissue. This is considered as one of the possible mech-
anisms of disease progression under conventional therapy, which
only affects testicular androgen production. Although abiraterone
acetate is successful in prolonging patients’ lives, its steroidal struc-
ture in conjunction with the high daily dose could possibly result
in unwanted activation of steroid hormone signaling via wild type
or mutant steroid hormone receptor stimulation, although this has
not yet been reported in clinical studies. Therefore contemporary
research focus lies on non-steroidal inhibitors [4-11]. Furthermore
abiraterone evidently blocks glucocorticoid biosynthesis by inhibi-
tion of both, hydroxylase and lyase, activities of CYP17A1 leading
to a secondary mineralocorticoid excess that makes substitution
with a synthetic glucocorticoid (e.g. prednisone) or co-medication
with a mineralocorticoid receptor antagonist (e.g. eplerenone) nec-
essary [12]. The missing selectivity between hydroxylase and lyase
is often considered as inevitable because both CYP17A1 reactions

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0960@&D?sdc=1
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Fig. 1. The role of CYP17A1 in mineralocorticoid, glucocorticoid and androgen biosynthesis.

occur in the same catalytic site. We [13,14] and other researchers
[15,16]inthe field of CYP17A1 inhibitor development consequently
established inhibition assays which do not differentiate between
the two reactions. Others considered this issue only late in their
drug development process [8]. Aiming at the discovery of non-
steroidal, selective lyase inhibitors as potential clinical candidates,
a screening system capable of identifying suitable compounds in
an early stage of development is required. In the present work we
describe a new assay procedure which allows quick and easy to
perform determination of lyase inhibition and demonstrate its use-
fulness by investigating selected structurally diverse compounds of
our in-house steroidogenic CYP enzyme inhibitor library [17-20].

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

[7-3H(N)]-pregnenolone (1 mCi/mL,  21.1Ci/mmol)
obtained from PerkinElmer LAS (Rodgau, Germany).

was

2.2. CYP17A1 enzyme preparation

The coexpression of human CYP17A1 and rat NADPH-P450-
reductase in Escherichia coli and the isolation of the membrane
fractions were performed as previously described [14]. Membrane
fractions were diluted to a concentration that gives a 15-25% con-
version in the controls for the different assays.

2.3. Cy720-lyase assay

The lyase activity of CYP17A1 was determined by measure-
ment of the conversion of 170H-P5 to DHEA. In a first incubation
step 170H-P5 was generated from Ps by CYP17A1 itself. The assay
procedure was as follows: An assay mixture consisting of 140 pL
phosphate buffer (0.05M, pH 7.4, 1 mM MgCl,, 0.1 mM EDTA and
0.1 mM dithiothreitol), 50 wL NADPH generating system (in phos-
phate buffer with 50mM glucose-6-phosphate, 5.75 mM NADP*
and 27.5 U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase) and 5 p.L sub-
strate solution (25 wM [3H]-Ps ) was preincubated at 37 °C for 5 min.
The reaction was started by addition of 50 pL enzyme preparation.
After a 10 min incubation 98 pL of the reaction mixture were mixed
with 25 wL 1N HCl to stop the enzymatic reaction. Another 98 pL

of the reaction mixture were mixed with 2 pL of a DMSO solution
of the inhibitor (controls contained only DMSO). This mixture was
incubated for additional 30 min at 37 °C. Subsequently the reaction
was stopped by addition of 25 wL 1 N HCI. Extraction of the steroids
was performed by addition of 500 uL ethylacetate and vigorous
shaking for 10 min. After a centrifugation step (5 min, 15,000 x g),
470 nL of the organic phase were removed and transferred into
a fresh tube containing 125 pwL phosphate buffer and 25uL 1N
HCI. Shaking and centrifugation was repeated as described above.
400 pL ethylacetate solution was evaporated to dryness in a fresh
tube and redissolved in 40 pL acetonitrile/water (3/2) for HPLC
analysis.

2.4. 17a-Hydroxylase assay

Determination of the hydroxylase activity of CYP17A1 was per-
formed by measurement of the conversion of Ps to 170H-Ps.
An assay mixture consisting of 140 wL phosphate buffer (0.05M,
pH 7.4, 1mM MgCl,, 0.1 mM EDTA and 0.1 mM dithiothreitol),
50 L NADPH generating system (in phosphate buffer with 50 mM
glucose-6-phosphate, 5.75mM NADP* and 27.5U/mL glucose-6-
phosphate dehydrogenase) and 5L substrate solution (25 uwM
[3H]-P5) was preincubated at 37°C for 5min. The reaction was
started by addition of 50 wL enzyme preparation. Compared to the
lyase assay, however, enzyme concentration had to be reduced
to keep control conversion in the favorable range of 15-25% and
to prevent DHEA formation. After a 30 min incubation at 37°C
the enzyme reaction was stopped by addition of 50 L 1N HCL
Extraction of the steroids was performed by addition of 1000 L
ethylacetate and vigorous shaking for 10 min. After a centrifugation
step (5 min, 15,000 x g), 900 L of the organic phase were removed
and transferred into a fresh tube containing 250 wL phosphate
buffer and 50 wL 1 N HCI. Shaking and centrifugation was repeated
asdescribed above. 800 p.L ethylacetate solution was evaporated to
dryness in a fresh tube and redissolved in 40 pL acetonitrile/water
(1/1) for HPLC analysis.

2.5. HPLC methods

HPLC separation of the steroids was performed using an Agi-
lent 1100 HPLC system with PDA detector (Boblingen, Germany),
a CC 125/3 Nucleodur 100-3 C-18 ec column (Macherey-Nagel,

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved
http://www.sciencedirect.com/science/journal/0960GD?sdc=1




SJ. Krug et al. / Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology 134 (2013) 75-79 77

+ inhibitor
Ps 10 min Ps 170H- | DHEA + 30 min Ps 170H- | DHEA
I Ps —_— Py
hydroxylase lyase
(and lyase)

- .

calculation of lyase activity:
170H-P; conversion between
these two time points

Fig. 2. Schematic representation of the lyase assay procedure.

Diiren, Germany) and a Berthold Radioflow Detector LB509 with
Scintillator Pump (Bad Wildbad, Germany). Quickszint Flow 302
LSC Cocktail (Zinsser Analytic, Frankfurt/Main, Germany) was used
as scintillator fluid.

HPLC conditions for the analysis of the lyase reaction were as
follows: eluent A was 0.1% trifluoroacetic acid in water, eluent B
was 0.1% trifluoroacetic acid in acetonitrile. An eluent gradient of
60-75% eluent B in the first 30s was followed by a 3.5 min iso-
cratic phase with 75% eluent B. From 4.0 to 4.5 min the eluent was
changed to 100% eluent B. After a 2.5 min phase with 100% eluent B
the eluent system was set back to the original composition of 60%
eluent B till the end of the run at 10.0 min. Solvent and scintillator
flow was set to 0.5 mL/min.

For the analysis of the hydroxylase assay an isocratic method
was used. A 1+1 mixture of water and acetonitrile with 0.1% tri-
fluoroacetic acid was used as eluent. Solvent and scintillator flow
was set to 0.9 mL/min.

3. Results and discussion

For the discovery of selective lyase inhibitors a new assay
was developed. Like other CYP17A1 assays used in literature the
CYP17A1 assay performed and described by our group [14] is a
hydroxylase assay that uses a high concentration of unlabeled P4 as
substrate. Due to the preference of human lyase for As-unsaturated
steroids the reaction with the Ajs-unsaturated steroid P4 is at a
dead end at the 17a-hydroxysteroid level and only 170H-P4 and
the side product 16a-hydroxyprogesterone are yielded (data not
shown). While others use 170H-P5 as a substrate for lyase inhibi-
tion assays we decided to establish a new assay closer to the natural
conditions. As two substrates usually are available for the enzyme,
17a-unhydroxylated steroid and 170H-Ps, this situation should be
simulated by the use of tritium labeled Ps. The assay principle is
illustrated in Fig. 2. The lyase substrate 170H-Ps is formed in situ by
the CYP17A1 enzyme during a 10 min preincubation. At this time-
point almost all P5 substrate has been transformed into 170H-Ps
(>90%) and DHEA (<10%). The incubation of an aliquot is stopped
using HCl and the concentration of DHEA is determined to be used
as baseline value. At this timepoint the lyase assay is initiated by
addition of test compound in different concentrations dissolved in
DMSO (final concentration usually between 0 and 10 wM). After
another 30 min of incubation and subsequent termination, lyase
inhibition is calculated using the difference between the final DHEA
concentration and the baseline value. These preincubation and
incubation times were the results of a time course experiment aim-
ing at the optimization of this process (see Supporting information).

Although the lyase assay with labeled Ps is associated with a
slightly more laborious procedure, it has clear advantages. The sub-
strate is less expensive than [2H]-170H-Ps and readily available. As
the assay is based on bacterially expressed human CYP17A1 incom-
bination with a NADPH reductase [13]availability of enzymeis nota

problem in contrast to protocols that use human testes homogenate
[3]. Furthermore, side reactions catalyzed by other steroidogenic
enzymes can be excluded using human CYP17A1 from bacterial
source. Although bacterial and eukaryotic protein expression are
known to differ with regard to posttranslational modifications, an
impact of the latter on the assay result is unlikely. Phosphoryla-
tion, the only described posttranslational modification for human
CYP17A1 know to the authors, increases lyase activity [21], pre-
sumably by enhancing the interaction between CYP17A1 and the
NADPH reductase. It is probable that this does not affect ligand
accommodation and inhibitor potency. Influence on the results
due to other possible, but yet undescribed posttranslational mod-
ifications remains to be elucidated. Addition of cytochrome bs, a
cofactor reported to facilitate the lyase reaction [8,22], was found
to be not required.

With the new tool in hands twenty selected steroidogenic
enzyme inhibitors were tested for hydroxylase and lyase inhibition.
All compounds were non-steroidal and taken from our in-house
library, which was build over the past decade as a result of our
group’s research on CYP enzyme inhibitors and thus represents a
wide-ranged collection of compounds. A feature they all have in
common is a nitrogen atom able to interact with the heme iron
located in the active center of CYP enzymes. The compounds were
carefully selected with regard to diversity of the scaffold, differ-
ent nitrogen containing heterocycles, varying nitrogen positions
in the heterocyle and a different hydroxylase inhibition profile.
The steroidal CYP17A1 inhibitor abiraterone was used as refer-
ence compound. The results of the most interesting compounds
regarding chemical diversity and lyase selectivity are shown in
Table 1. Abiraterone is a more potent inhibitor of the hydroxylase
reaction (ICsg:hydroxylase = 1.7 1M) which is in consistence with the
observation of secondary mineralocorticoid excess reported in clin-
ical trials (e.g. [23,24]). By comparison compounds 1, 3,4 and 5 are
potent lyase inhibitors and show ICs, values less than 40 nM, while
compound 2 is less potent (ICso =2936 nM). Although none of the
test compounds is more active than abiraterone, compounds 1, 4
and 5 show a better selectivity profile. Especially 4, which had been
developed inour group asa CYP11B1 inhibitor, isaninteresting can-
didate for further investigation having a 15-fold greater potency for
lyase than for hydroxylase inhibition. Acompound with these prop-
erties should be able to prevent androgen formation while retaining
glucocorticoid synthesis. In consequence, the secondary mineralo-
corticoid excess resulting from low glucocorticoid levels should be
prevented and thus co-medication be avoided, which is needed to
manage the side effects of unselective CYP17A1 inhibition.

Even though a selective lyase inhibitor would be a safer drug for
PCa patients, it should only be administered to patients with clearly
defined state of the androgen receptor. Described mutations like
L701H and H877A result in a broadened ligand spectrum activat-
ing the receptor [25]. In consequence, the receptor is no longer
exclusively activated by androgens, but also by some synthetic

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved
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Table 1
In vitro CYP17A1 hydroxylase and lyase inhibition assay data.
Compound 1Cso [nM]?
Hydroxylase®  Lyase
A\
/N
—
ABT 1.7 153
HO
N
N
_——
1 732 36.6
=
A\
/ "N
—
2 ‘ 23,595 2936
F
Cl = |
3 0 N 3.0 215
N
®
N
4 351 235
O~ 'N
NI
5 HO \—/ 461 258

HO

@ Concentration of inhibitors required to give 50% inhibition. Assays were per-
formed as described in Section 2. 500 nM Ps was used as substrate. Data represent
the mean values of at least three experiments. The deviations were within +25%.

b Note that ICso values for hydroxylase previously reported by our group differ
from the given values due to different assay protocols.

and natural corticosteroids and presently available antiandrogens.
Combination of a selective lyase inhibitor with a next genera-
tion androgen receptor antagonist like Enzalutamide (previously
known as MDV3100), a drug which has proven to be safe and effi-
cient in the AFFIRM phase Ill clinical trial [26,27], or administration

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved

ofadual inhibitor of CYP17A1 and CYP11B1 [5] would in these cases
be the treatment of first choice.

4. Conclusion

As selective lyase inhibitors should be advantageous for the
treatment of PCa as they do not decrease glucocorticoid levels a
new lyase selectivity assay was developed. With this assay proce-
dure selective lyase inhibition of recently described steroidogenic
CYP inhibitors was discovered and led to the identification of com-
pound 4 asanew lead structure for the development of an improved
drug against PCa. Further optimization of compound 4 is necessary
as it also inhibits CYP11B1. The application of different types of
CYP17A1 inhibitors (selective lyase inhibitors and dual inhibitors
of CYP17A1 and CYP11B1) according to different types of andro-
gen receptors will maximize the benefits for the PCa patients with
diverse disease states.
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Supplemental Figure 1. Incubation with Ps and time dependant production of the
hydroxylase product 170H-P5 and the lyase product DHEA by CY P17A 1. The curve
represents the average of an experiment performed in triplicate.
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The assay procedure of the new lyase assay includes a splitting of the test samples after
complete conversion of Ps to 170H-Ps, a further incubation of one part of the sample whereas
the other part is stopped and comparison of the DHEA amount formed in both sample parts.
In order to find a suitable splitting and stopping time, the P5 conversion was monitored over
time. The resulting curve is depicted in Supplemental Figure 1. Five minutes after starting the
enzyme reaction the original substrate Ps is completely converted. Until then DHEA
production is at a minimum level (note that the baseline DHEA level until minute 10’ is due
to an impurity of the substrate with the same retention time as DHEA ). This indicates that the
hydroxylase product 170H-Ps is released from the enzyme before further conversion by the
lyase reaction and is consistent with the observation of Soucy and Luu-The [1]. Based on
these results the time for splitting the samples was set to ten minutes after starting the
incubation and the time for stopping all samples was set to forty minutes after the start. The
DHEA production is linear with time in this frame.

[1]1 P. Soucy, V. Luu-The, Eur. J. Biochem. 267 (2000) 3243-3247.

© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved
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E Der Einfluss von Gammahydroxybuttersaure (GHB) au  f
die Steroidbiosynthese im Gehirn: Untersuchungen an
SH-SY5Y Neuroblastomzellen

Zu den in diesem Kapitel vorgestellten, experimigrieDaten hat neben dem Autor niemand
weiteres beigetragen.

E.1 Einfihrung

Gammahydroxybuttersdure (GHB) ist als neuroaktiveibsganz mit vielfaltigem
Wirkungsspektrum bekannt. Sie wird unter anderemBmhandlung der Narkolepsie [95]
eingesetzt und ist als Mittel gegen die exzessiagesschlafrigkeit bei der Parkinson’schen
Krankheit im Gesprach [96]. Des Weiteren werden 8Sabstanz neuroprotektive Effekte
zugeschrieben. So kann GHB histologische und fankte Schaden nach fokaler Ischamie
oder exzitotoxischem Insult im Rattenmodell sidfit reduzieren [97].

Uber mogliche Mechanismen dieser und anderer d@k¢B vermittelter Effekte kann zurzeit
nur spekuliert werden. Ein in der Diskussion steleerAspekt ist die vermehrte Bildung von
neuroaktiven Steroiden (Neurosteroiden) wie zumspel Allopregnanolon (AP) oder
Allotetrahydrodeoxycorticosteron (THDOC) [98].

Bei mit SH-SY5Y Neuroblastomzellen durchgefiihrtemtédsuchungen konnte gezeigt
werden, dass GHB einem durch oxidativen Stressgiadling mit HO,) induzierten Zelltod
entgegenwirken kann. Unter anderem wurde nachgewjetass durch die Behandlung mit
GHB das Verhdltnis der Expression des pro-apopfutis Faktors Bax zur Expression des
anti-apoptotischen Faktors Bcl-2 verringert werdeann. Dies deutet auf eine anti-
apoptotische Wirkung von GHB hin [99]. Werettal. konnten weiter zeigen, dass auch AP
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle einen #giganten positiven Effekt auf die
Zellviabilitat nach Behandlung mit J@, hat. Dieser Effekt konnte durch simultane
Behandlung mit AP und GHB noch verstarkt werder0]10

Auch das weibliche Sexualhormon Estradiol (E2) kamm Zellexperiment (SH-SY5Y
Neuroblastomzellen) Uber eine Aktivierung des Egrmezeptors. (ERa) eine 3-Amyloid
vermittelte Apoptose hemmen und so eine neuroptigeekVirkung entfalten [101]. Da ein
wahrscheinlich durcis-Amyloid hervorgerufener oxidativer Stress [87] éiauptmerkmal
der Pathologie von Morbus Alzheimer darstellt, kigndie Steigerung der Verflugbarkeit der
oben genannten Steroide E2, THDOC sowie AP und imeeroprotektiven Wirkung einen

maoglichen Ansatz zu einer neuartigen Therapie dehéimer’'schen Krankheit liefern.
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Die vorliegende Arbeit soll daher beleuchten, ab Béhandlung mit GHB eine Verédnderung
des Steroidbiosythesemusters in SH-SY5Y ZellenEalge hat und welche Enzyme bzw.

Synthesewege durch die Behandlung beeinflusst werde
E.2 Untersuchungen zum Steroidmetabolismus unter E inbeziehung von GHB

E.2.1 HPLC Methode

Zur Trennung und Analyse der Steroidbiosyntheseptiedmusste zunadchst eine geeignete
HPLC-Methode entwickelt werden. Diese wurde auésirHPLC System, das mit einer C-18
Umkehrphasensaule und einem Flussigszintillaticlektiersystem ausgestattet ist, angewandt
(HPLC System Illl: Details, siehe Abschnitt J.1.5Da nicht genau vorhergesagt werden
konnte, welche Produkte aus einem Vorlauferstemie Progesteron oder Pregnenolon
entstehen wirden, war eine, im Vergleich zu denckibh im Arbeitskreis angewandten
HPLC Methoden, relativ lange Methode mit einem Hiaxw Gradienten der Ausgangspunkt
zur Methodenentwicklung. Vier gut UV-detektierbarecht nahe verwandte Steroide wurden
zur Kontrolle der Trenngite verwendet: Progesteffn-Hydroxyprogesteron (170HzR
Androstendion (AD) und Testosteron (T). Die Paraneler Methode sind in Tabelle E-1

aufgefuhrt:
o Wasser Acetonitril
Zeit [min] _ _
mit 0,1% TFA [%)] mit 0,1% TFA [%)]
0,0 65 35
30,0 0 100
35,0 65 35

Fluss 0,6 mL/min
DrUCkStart: 104 bar

Injektionsvolumen 25 pL
Tabelle E-1 Startbedingungen HPLC Methodenentwicking
Diese Methode ergab noch keine zufriedenstellem@@anting und wurde daher sukzessive

verbessert. Um spéter die verwendeten Tritium-neaidin Steroide detektieren zu kdnnen,
wurde des Weiteren eine Szintillatorzumischung detyvédlie dem Zweieinhalbfachen des

Losungsmittelflusses entspricht. Als finale Methedede festgelegt:
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o Wasser Acetonitril
Zeit [min] . .
mit 0,1% TFA [%] mit 0,1% TFA [%]
0,0 65 35
15,0 65 35
32,0 0 100
35,0 65 35

Stopp 38,0 min
Fluss 1,0 mL/min
Szintillatorfluss 2,5 mL/min
Druckstart= 173 bar

Injektionsvolumen 25 pL
Tabelle E-2 Finale HPLC Methode

E.2.2 Inkubation mit Steroid
gleichzeitige GHB Behandlung

Zunéchst sollte untersucht werden, ob GHB einemathwirkenden Einfluss auf die
Synthese von Neurosteroiden hat, der z.B. von eirslosterischen Effekt auf ein
steroidogenes Enzym herrthrt. Mit 500 uM wurde gleache GHB Konzentration gewahlt,
mit der in vorherigen Versuchen ein optimaler Effekzielt werden konnte [99]. 500 uM
GHB reichten hier aus, um die Zellprotektion gedmriHO,-vermitteltem oxidativen Stress
Uber 48 Stunden aufrecht zu erhalten.

Das Experiment wurde mit SH-SY5Y Neuroblastomzellan 24-well Format mit
475.000 Zellen pro Vertiefung durchgefihrt. Das &@eatvolumen pro Well betrug 500 pL.
Die Zellen wuchsen 48 h im Inkubationsschrank, wotaeh 24 h das Kulturmedium gegen
frisches Medium ausgetauscht wurde. Nach dieser Werde ein konfluenter Zellrasen
erhalten. Das Medium wurde abgesaugt und durchud5fiisches Medium ersetzt. Durch
Zusatz von 50pL °H]-Steroid- und GHB-haltigem Medium wurde der
Beobachtungszeitraum fur den Steroid-Metabolismestagtet. Die Endkonzentrationen im
Ansatz waren 250 nM Steroid und 500 uM GHB. Kom&rmolenthielten kein GHB. Das
Experiment wurde mit den Steroiders, B, und AD durchgefiihrt. £und B wurden
ausgewahlt, um die Steroidogenese von einem mdaglickhen Punkt aus zu beobachten. Die

Inkubation mit AD sollte die Effekte von GHB aufedietzten Biosyntheseschritte zum
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neuroprotektiven E2 beleuchten. Die Reaktion wuad@nterschiedlichen Zeitpunkten durch
Uberfiihren des Zelltiberstands in 700 pL Ethylacaibatestoppt. Die Mischung wurde nach
10-mindtigem Schitteln 5 Minuten bei 15.000 g zérgrert. Nach Abtrennen der
organischen Phase wurde der Zelliberstand erngud@0ipL Ethylacetat extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden abgedampff) pL Acetonitril aufgenommen und

der HPLC Analyse unterzogen.

E.2.3 Inkubation mit Steroid
gleichzeitige GHB Behandlung und Vorbehandlung mit GHB

In einem weiteren Ansatz sollten Langzeiteffektaeei GHB-Behandlung, wie z.B. eine
erhohte Expression und damit eine erhohte Aktivatgroidogener Enzyme, betrachtet
werden. Hierzu wurde eine Experimentreihe mit SHB®YZellen analog zu Kapitel E.2.2
durchgefuhrt. Nach der Zellaussaat und 24-stiindigémehstum wurde das Kulturmedium
durch GHB-haltiges Medium ersetzt (GHB Konzentmatt®0 pM). Die Zellen wurden dann
weitere 24 Stunden im Brutschrank gelagert. Detstas erfolgte wie in Kapitel E.2.2 durch
Zugabe von Tritium-markiertem Steroid 4(Rder AD; 250 nM) und GHB (500 uM).
Kontrollinkubationen enthielten kein GHB. Teststodpxtraktion und Analyse erfolgten

ebenfalls analog zu Kapitel E.2.2 .

E.2.4 Auswertung der Ergebnisse

Die manuell integrierten Flachen der einzelnen Bealirden in prozentuale Relation zur
addierten Gesamtpeakflache aller Peaks gesetzt.Dizigrammbalken in den jeweiligen

Abbildungen bilden die Mittelwerte aus mindestendVérten, erhalten aus mindestens 3
unabhangigen Experimenten, ab. Die Fehlerbalkdterstden Standardfehler (S.E.M.) dar.
Zur statistischen Analyse wurden der F-Test zunghgh zweier Streuungen und der t-Test
zum Vergleich zweier Mittelwerte durchgefihrt.

E.2.5 Ergebnisse der Inkubationen mit Steroid

gleichzeitige GHB Behandlung

E.25.1 Ergebnisse mitP s

In Vorversuchen zeigten die Zellen selbst nachtBAeiger Inkubation mit £nur einen sehr
geringen Substratumsatz (<4 %). Als einziges Fdbdwrde ein Peak beigr+3,8 min
erhalten. Weiterfihrende Versuche mjtvRirden daher nicht mehr durchgefuhrt.
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E.2.5.2 Ergebnisse mit P 4

Abhangig von der Inkubationszeit wurden neben delnsBat-Peak £23,0 min) 6 weitere
Peaks detektiert (s. Tabelle E-3 und Abbildung) E-

Peak tr
Pl 4,14
Pl 5,56
P 1 21,93
P IV (Py) 23,01
P IV-A 23,38
PV 24,66
P Vi 25,08
P VI 25,60
Tabelle E-3 Retentionszeiten der detektierten Peaknach Inkubation mit P, in Minuten

E.2.5.2.1 6 Stunden Inkubation

Nach sechsstundiger Inkubationszeit waren noch €®&o des Substrats vorhanden.
Produkte des fAbbaus waren Peak P I, Peak P Ill, Peak P IV, Pe¥k und Peak P VII

(Retentionszeiten, s. Tabelle E-3), wobei die Bdak PV und P VII mit einer Flache von
jeweils ca. 10 % der Gesamtpeakflache die Hauptitedzu sein scheinen. Signifikante
Unterschiede zwischen der GHB-behandelten Gruppk den Kontrollen konnten keine

festgestellt werden.

E.2.5.2.2 12 Stunden Inkubation

Nach zwdlfstindiger Inkubation waren fast 70 % @emstrats abgebaut. In den meisten
Chromatogrammen konnte eine Schulter am Substitagr&annt werden. Diese wurde, wenn
maoglich, als diskreter Peak behandelt und integued als Peak P IV-A gekennzeichnet. Der
Anteil an der Gesamtpeakflache von Peak P V erhéibteim Vergleich zur sechsstiindigen
Inkubation leicht (auf ca. 11 %), wahrend der vaalPP VIl sich leicht erniedrigte (auf ca.
6 %). Als Hauptprodukt ders,RJmsetzung konnte nun Peak P | mit 48 %igem Araeilder
Gesamtpeakflache ausgemacht werden. Auch an digegpunkt konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen der mit GHB behandelten umddetroligruppe festgestellt werden.

E.2.5.2.3 24 Stunden Inkubation

24 Stunden nach Start der Inkubation mitwRr das Substrat nahezu vollstandig umgesetzt.
Der Peak des Hauptproduktes (Peak P I) machte esemii Zeitpunkt ca. 85 % der
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Gesamtpeakflache aus. Peak P VII war in den meBteben nicht mehr detektierbar. Ein
neues Produkt, Peak P Il, konnte in etwa der HdteChromatogramme festgestellt werden.
Signifikante Unterschiede zwischen GHB-behandeliead unbehandelten Proben konnten
auch zu diesem Zeitpunkt nicht gezeigt werden. éieist zu erwéhnen, dass die Streuungen
der Einzelwerte der Peakflachen von Peak P Il Bedk P IV wahrscheinlich verschieden

sind (95 % Sicherheit) und daher keine Aussage ilerUnterschiede der Mittelwerte
getroffen werden kann.
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Abbildung E-1 Ergebnisse der R-Inkubation der SH-SY5Y Zellen mit (wei3e Balken) und

ohne (schraffierte Balken) gleichzeitige GHB-Bedndlung
Ergebnisse nach 6 Stunden (A), 12 Stunden (B) dr24 Stunden (C)

E.2.5.3 Ergebnisse fur AD

Vorversuche zeigten einen geringeren Umsatz von w&DBylichen mit B, sodass die 6-
stiindige Inkubation durch eine 10-stiindige ersetztie. Eine 12 Stunden Inkubation wurde

nicht durchgefihrt. Je nach Inkubationszeit wurtiender Inkubation mit AD neben dem
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Substratpeak 11,6 min) zwei weitere Peaks erhalten. Die entdgmeden Retentionszeiten

sind in Tabelle E-4 wiedergegeben.

Peak tr
Peak A | 2,02
Peak A 1l (AD) 11,6
Peak A lll 20,3
Tabelle E-4 Retentionszeiten der detektierten Peaknach Inkubation mit AD in Minuten

E.2.5.3.1 10 Stunden Inkubation

Wahrend der 10-stiindigen Inkubation wurden etw&o28es Substrates AD umgesetzt. Es
entstand nur ein einziges Produkt bei einer Reiestieit von 20,3 min (Peak A lll). Die
Mittelwerte der Peakflachen der beiden beobachtlteaks unterscheiden sich signifikant
(99 % Sicherheit). In den nicht mit GHB behandeReaben wurde mehr AD umgesetzt.

E.2.5.3.2 24 Stunden Inkubation

Wie schon im RVersuch beobachtet, bildete sich bei langerer bakionszeit ein Peak mit

geringer Retentionszeit aus (Peak Al). Dieser reaaiach 24 Stunden etwa 9 % der
Gesamtpeakflache aus. AD wurde zu diesem Zeitpzunkf. 63 % umgesetzt. Etwa 54 % der
Gesamtpeakflache entfielen auf Peak A 1ll. Die Bitierte von Peak A Il unterscheiden sich
dabei signifikant (99 % Sicherheit) zwischen der Bsblehandelten und nicht behandelten
Gruppe, wahrend die Mittelwerte von Peak A Ill wadtreinlich unterschiedlich sind (95 %
Sicherheit). Fur Peak A | ist kein Unterschied ohien den beiden Gruppen feststellbar.
Festzuhalten bleibt, wie auch nach 10-stindigeubakion,dass die mit GHB behandelten

Zellen weniger Substratumsatz zeigten.
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Peak A lIl
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Abbildung E-2 Ergebnisse der AD-Inkubation der SHSY5Y Zellen mit (weiRe Balken) und
ohne (schraffierte Balken) gleichzeitige GHB-Beindlung
Ergebnisse nach 10 Stunden (A) und 24 Stunden)(B
*: 95 % Sicherheit
**: 99 % Sicherheit

E.25.4 Zusammenfassung der Versuchsergebnisse

Als Ergebnis dieser Versuchsreihe lasst sich féistmhadass es im Hinblick auf den-P
Metabolismus in SH-SY5Y Zellen keinen statistisebt$tellbaren Unterschied macht, ob die
Zellen wahrend der Inkubation mi Buch mit GHB behandelt wurden oder nicht.

Ein etwas anderes Bild ergibt sich aus der Versedins mit AD. Zu beiden beobachteten
Zeitpunkten wurde in den nicht mit GHB behandelfmtien mehr Substrat umgesetzt. Die
Unterschiede zwischen den Gruppen sind allerdiebs gering (Flache Peak A 1l: 74,8 % vs.
73,5 %; bzw. 38,3 % vs. 36,4 %).

E.2.6 Ergebnisse der Inkubationen mit Steroid
gleichzeitige GHB Behandlung und Vorinkubation mit GHB

E.2.6.1 Ergebnisse mit P 4

Die erhaltenen Chromatogramme dieser Experimemiréiéinhalten Peaks der gleichen

Retentionszeiten wie in Tabelle EaBgegeben.

E.2.6.1.1 6 Stunden Inkubation

Nach 6-stindiger Inkubation ergab sich, im Hinblalf Substratumsatz und beobachtete
Produkte, ein dem vorherigen Versuch sehr ahnlicBéd. Wichtiger Unterschied ist

allerdings, dass die Mittelwerte der Flache vonkHed#l sich zwischen den beobachteten
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Gruppen signifikant (99 % Sicherheit) unterscheidém Zellen, die mit GHB und P
gleichzeitig behandelt wurden, hatte Peak P lll eringeringeren Anteil als in der

Vergleichsgruppe.

E.2.6.1.2 12 Stunden Inkubation

Auch nach 12 Stunden glich das Produktmuster darblation dem des vorhergegangenen
Versuchs sehr. Signifikante Unterschiede zwischean@HB-behandelten und den nur mjt P
inkubierten Proben sind nicht feststellbar. Diek guch fir Peak P Ill, fir den nach 6

Stunden ein signifikanter Unterschied gezeigt wetki@nnte.

E.2.6.1.3 24 Stunden Inkubation

Ein dem vorhergehenden Versuch &hnliches Ergebnisdev auch nach 24-stiindiger
Inkubation gefunden. Peak P VII, der im vorhergeleenVersuch nach 24 Stunden in den
meisten Proben nicht mehr detektierbar war, ttatdihgs in keiner Probe auf. Wie schon im
vorherigen Experiment kann nicht fur alle Produkiee Aussage uber die Signifikanz
gemacht werden, da die Streuungen der Einzelwedlerseheinlich unterschiedlich sind
(95 % Sicherheit). Im Einzelnen betrifft dies dieaRs P I, P Ill und P IV.
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Abbildung E-3 Ergebnisse nach 24-stiindiger GHB \Mdehandlung und P;-Inkubation der SH-

SY5Y Zellen mit (weil3e Balken) und ohne (schratfrte Balken) gleichzeitige
GHB-Behandlung

Ergebnisse nach 6 Stunden (A), 12 Stunden (B) di24 Stunden (C)
**: 99 % Sicherheit

E.2.6.2 Ergebnisse mit AD

Die erhaltenen Chromatogramme dieser Experimemirééinhalten Peaks der gleichen
Retentionszeiten wie in Tabelle E-4 angegeben.

E.2.6.2.1 10 Stunden Inkubation

Der AD-Umsatz war nahezu gleich wie im analogendtxpent (Kapitel E.2.5.3) beobachtet.

Unterschiede zwischen den betrachteten Gruppemwscht zu beobachten.
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E.2.6.2.2 24 Stunden Inkubation

Auch nach 24 Stunden &hnelte der AD-Umsatz sehr derherigen Versuch (E.2.5.3).
Allerdings konnte bei Vorbehandlung mit GHB kein tehschied zwischen den beiden

beobachteten Gruppen gezeigt werden.

90 4 80 4
] A [_1GHB + AD| ] B [ 1GHB+AD
80 V722 nur AD 70 V77 nur AD

% der addierten Peakflachen
8
1
% der addierten Peakflachen
1
|
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Peak A ll
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Peak A lll

Abbildung E-4 Ergebnisse nach 24-stiindiger GHB MVidbehandlung und AD-Inkubation der SH-
SY5Y Zellen mit (weil3e Balken) und ohne (schratfrte Balken) gleichzeitige
GHB-Behandlung
Ergebnisse nach 10 Stunden (A) und 24 Stunden)(B

E.2.6.3 Zusammenfassung der Versuchsergebnisse

Nach 24-stiindiger Vorinkubation mit GHB waren siigainte Unterschiede zwischen beiden
betrachteten Gruppen noch seltener zu beobachseimalorherigen Versuch ohne GHB
Vorinkubation. Im Falle der Fnkubationen liel3 sich lediglich nach 6-stlindiygtubation
fur Peak P Il ein signifikanter Unterschied zwisohden Gruppen zeigen. Es wurde bei
Inkubation mit R allein geringfiigig mehr dieses Produkts gebildef ¢o vs. 2,0 % der
Gesamtpeakflache). Dieser Unterschied verschwaletdalgs bei 12- und 24-stindiger
Inkubationszeit.

Bei der Versuchsreihe mit AD lasst sich, im Gegensaim analogen Experiment ohne
Vorinkubation mit GHB (s. E.2.5.3), kein Untersethi zwischen den beiden Gruppen

nachweisen.

E.2.7 Weitere Vergleiche der erhaltenen Daten

Die in den Kapiteln E.2.5 und E.2.6 gesammeltesieD wurden verwendet, um das

Produktmuster von Zellen, die vom Versuchsbegine bum Versuchsende mit GHB

63



Der Einfluss von Gammahydroxybuttersaure (GHB)deafSteroidbiosynthese im Gehirn:
Untersuchungen an SH-SY5Y Neuroblastomzellen

behandelt wurden, und von Zellen, die wahrend assmten Versuchs nicht mit GHB in
Kontakt kamen, zu vergleichen.
Im Falle von R konnten auch so keine signifikanten Unterschiedeschen den Gruppen
gefunden werden. Eine Ausnahme stellt Peak P Bhr@stindiger Inkubation dar (s. auch
E.2.6.1.1).
Aus der Analyse der aus den AD Experimenten gewmemdédaten geht indes hervor, dass
die nie mit GHB in Berihrung gekommenen Zellen nabhStunden einen leicht erhéhten
Umsatz zeigten (26,5 % vs. 25,5 %; 95 % Sicherheit)

E.2.8 ldentifikation der gebildeten Produkte

E.2.8.1  Vergleich mit Steroidstandards

Die Identitat der bei den oben beschriebenen Infoen gefundenen Produkte sollte durch
Vergleich der Retentionszeiten mit Referenzsteroidestimmt werden. Verwendet wurden
Steroide, die ausPoder AD, direkt oder Uber Zwischenstufen, gebildetrden kdnnen:
Androstandion (8AD), T, E1, E2, 170H-E DOC. Mit Ausnahme von 170H-fwaren alle
Steroide Tritium-markiert. Eine Ubersicht der Réimmszeiten der zu identifizierenden Peaks
und der Referenzen findet sich in Tabelle E-5.bBnpeaks, die mit Retentionszeiten von
Referenzpeaks zusammenfallen, sind farblich heehaigen. Betrachtet man nur den
Versuch mit B, wird ersichtlich, dass die Retentionszeiten defeRenzsteroide alle zwischen
den Retentionszeiten der frihen Peaks (P | ungl ihtd der spaten Peaks (P IIl - P VII) des
nach Inkubation mit Pgewonnenen Chromatogramms liegen. Es konnten daimie der
erwarteten Steroidprodukte von Befunden und identifiziert werden. In SH-SY5Y Z2ell
wird P, also zur Synthese von Steroiden, die abseits ldssikchen Androgen-, Estrogen-,
Mineralocorticoid- und Glucocorticoid-Biosynthese ieden, verwendet.
Ein anderes Bild ergab sich fur die Inkubation AR. Mit 5¢AD konnte das &R-Produkt
von AD nachgewiesen werden. Dennoch wurden wegenartete Produkte wie T und E1
nicht gebildet.
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Probenpeak gt[min]) Referenzpeak gt[min])

Peak AD | (2,02)
Peak P | (4,14)
Peak P Il (5,56)
[*H]-T (8,24)
[*H]-E2 (8,51)
[*H]-DOC (10,33)
Peak AD Il (11,6) [*H]-AD (11,6)
[*H]-E1 (12,75)
170H-R; (13,26)

Peak AD Il (20,36) [*H]-50AD (20,3)*
Peak P Il (21,93)
Peak P IV (23,01) [*H]-P4 (22,9)

Peak P V (24,66)
Peak P VI (25,08)

Peak P VII (25,60)
Tabelle E-5 Ubersicht tiber Proben- und Referenzpéa

* Die Retentionszeit von @AD wurde anhand einer Probe aus dem RoutinedR-Assay,
der die Umwandlung von AD in =AD misst, bestimmt (siehe Abschnitt J.2.3.1).

E.2.8.2 Untersuchung einer mdglichen Steroidsulfatb  ildung

Die kurze Verweilzeit von Peak P | auf der Umkelagdgntrennsauleg(t 4,14 min) deutet
auf einen recht hydrophilen Charakter dieses Méditabovon B hin. Denkbar ware daher,
dass ein von SH-SY5Y Zellen gebildeterMetabolit von den gleichen Zellen durch eine
Steroidsulfotransferase in ein entsprechendes, wgdserlosliches Steroidsulfat Gberfuhrt
wird. Die direkte Umwandlung vonsfn ein Sulfat sollte hingegen nicht méglich seala, R,
keine freie Hydroxygruppe, die Voraussetzung fie dmsetzung ist, tragt. Um der Frage
nachzugehen, ob im Laufe der Inkubation mitel Steroidsulfat gebildet wird, und um P |
als solches zu identifizieren, werden zwei Ansateefolgt. Zum einen soll das aus der
Inkubation mit R erhaltene Produktgemisch mit der kommerziell elbBEn
Sulfatase/Glucoronidase atielix pomatiabehandelt werden, zum anderen soll versucht

werden mittels der S9 Fraktion aus humaner Lebeidem R abgeleitetes Steroidsulfat zu
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erhalten und durch Vergleich der Retentionszeiterbestatigen oder zu widerlegen, dass

Peak P | ein aus;Rebildetes Steroidsulfat ist.
E.2.8.2.1 Inkubationen mit einer Sulfatase

E.2.8.2.1.1 Aktivitatstest Sulfatase

Die Uber Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim) lggee Sulfatase wurde zunéchst auf
ihre katalytische Aktivitat geprift. Laut Herstellsoll die gelieferte Charge eine Aktivitat
von 27.310 Units/g aufweisen. Zur Uberprifung die¥éertes wurde ein Versuch nach der
Produktinformation des Herstellers [102] durchgefiber dort beschriebene Assay beruht
auf der Umsetzung des im alkalischen gelpeMitrocatecholsulfats zum dunkelorangpn
Nitrocatechol. Durch Messung der Absorption bei Bbnach 30-minutiger Inkubation und
Abzug der Absorption einer Blank-Probe kann die yEmaktivitat nach Formel E-1 und

Formel E-2 berechnet werden:

(A515aneSt_ A515nt|ank) X 2 th
Enm XV,

Enzym

otal

Units/ mLEnzym=

Formel E-1 Berechnung der Enzymaktivitat pro mL Ergzym
2: Zeitkorrekturfaktor V ota: GeSamtassayvolumen in mL
Venym: zUgegebenes Volumen Enyzm in mL
gmm: Millimolarer Absorptionskoeffizient von p-Nitrocatechol bei 515 nm
Unit: eine Unit setzt 1,0 pmob-Nitrocatecholsulfat pro Stunde um (pH 5,0; 37 °C)

Units/ mLEnyzm
mgFeststoff/ mLEnzym

Units/ mgFeststoff=

Formel E-2 Berechnung der Enzymaktivitat pro mg Fetstoff

Es ergaben sich folgende Werte:
0,5827x2x6

Units/ mLEnzym= =55495
126x 01
Units/ mgFeststoff= 5’54gi= 303086

Daraus wurde ein, dem Herstellerzertifikat entspeader, Wert von 30.309 Units/g erhalten,

der die Aktivitat des Enzyms bestatigt.
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E.2.8.2.1.2 Sulfatase-Experiment mit aus SH-SY5Y gewonnenem P4-Metabolitengemisch

Zur Gewinnung des flir diesen Versuch bendtigtenabl@ditengemisches wurden zunachst
600.000 SH-SY5Y-Zellen pro Well auf eine 12-welbf ausgesat. Das Gesamtvolumen
betrug 1000 pL. Nach 24-stindigem Wachstum wurdekaddturmedium gewechselt und die
Zellen 24 Stunden mit 250 nMH]-P, inkubiert. Teststopp und Extraktion erfolgten aggal
zu Kapitel E.3.2.

Im Anschluss wurde der trockene Extrakt mit SuBatdehandelt. Eine direkte Verwendung
des Zelliiberstandes wurde hierbei vermieden, dadlkulturmedium enthaltene Sulfat- und
Phosphationen die Sulfatase inhibieren kdnnen [108lie Durchfihrung der
Sulfatasebehandlung erfolgte in Anlehnung an dasymassayprotokoll des Herstellers
[102]. Der Steroidextrakt wurde in 500 pL Testmisap aufgenommen. Darin enthalten
waren 100 mM Natriumacetat (pH 5,0), 0,02 % (m/a}rimchlorid und 0,5 Units Sulfatase.
Die Proben wurden bei 37 °C im Wasserbad inkubieré Reaktion wurde mit 800 pL
Ethylacetat und direkt folgender Extraktion (10-fitiges Schitteln; 5-mindtige
Zentrifugation bei 15.000 g) gestoppt. Inkubatieiten waren 30 Minuten, 2, 4 und
8 Stunden. Die organische Phase wurde entnommdmemndidie wassrige Phase ein zweites
Mal mit 500 pL Ethylacetat extrahiert wurde. Diereiaigten organischen Phasen wurden
abgedampft und nach Aufnahme in 40 pL Acetonit@r HPLC Analyse unterzogen.
Wie Abbildung E-5 zeigt, erfolgt keine Anderung rd&lache des als mogliches
Sulfatierungsprodukt angenommenen Peaks P | Ubefait. Auch die Ubrigen Peaks blieben
Uber den Beobachtungszeitraum konstant (nicht algeh Neue Peaks konnten nicht
beobachtet werden. Die Sulfatase konnte also keleesSteroidprodukte umsetzen. Dies
konnte durch eine Versuchswiederholung mit 10-faéherer Enzymkonzentration bestatigt
werden. Unter der Voraussetzung, dass jedes demkB&roidsulfat Substrat fur die
eingesetzte Sulfatase ist, ist das Vorliegen emédfatierten Steroidmetoboliten daher mit

hoher Wahrscheinlichkeit auszuschliel3en.
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Abbildung E-5 Peak P | nach Behandlung mit Sulfease

E.2.8.2.2 Inkubation von P , mit der S9 Fraktion aus humaner Leber

Steroide werden vor allem in der Leber, aber aucihien Zielgeweben abgebaut. Ziel des
Katabolismus ist es, die Steroide in eine wassahis leicht Gber den Harn ausscheidbare
Form zu Uberfuhren (s.a. Abschnittl ). Dies kann unter anderem durch Sulfatieruingre
freien Hydroxygruppe des Steroids geschehen. Zatuierung der metabolischen Stabilitat
einer chemischen Verbindung wird haufig die S9 Hoak eines Leberhomogenats
herangezogen. In dieser Fraktion finden sich sowatdermikrosomen, mit ihren flr den
Phase | Metabolismus benétigten Enzymen (z.B. CYRzyle), als auch das
Leberzellcytosol, das Enzyme fur den Phasell Mdisimus enthélt (z.B. die
Sulfotransferase). Die Inkubation vop mit S9 Fraktion aus humaner Leber eignet sich also
gut zur Uberpriifung, welche Abbauprodukte voriénkbar sind. Die Retentionszeiten dieser
Produkte kdnnen dann mit denen aus den SH-SY5¥xgedrimenten verglichen werden. Ein
Vorteil von Experimenten mit S9 Fraktion ist die §lichkeit durch Zugabe oder Auslassen
verschiedener Co-Faktoren zu steuern, welche Rt im Inkubationsansatz ablaufen
kénnen. Durch CYP Enzyme Kkatalysierte Phase | Rmai bendtigen beispielsweise
NADPH, Umsetzungen durch Sulfotransferase benétigden Zusatz von '3
Phosphoadenosin-phosphosulfat (PAPS).
Die Durchfuhrung des Experiments erfolgte in Anlghg an die arbeitskreisinterne SOP-017
(,Testung der metabolischen Stabilitdt von Verbimgien mit Leber S9 Fraktionen®) in der
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Fassung vom 01.09.2012. Eine Kurzfassung des empetellen Vorgehens findet sich in
Abschnitt J.2.3.2. Die HPLC Analyse erfolgte mit der flur déH-SY5Y Experimente

entwickelten Methode.

E.2.8.2.2.1 Inkubation von P, mit S9 Fraktion und PAPS

Zunachst sollte die Annahme bestatigt werden, dBssnicht direkt durch eine
Sulfotransferase in ein Sulfat Gberfuihrt werdenrkddazu wurde der S9 Assay ohne Zugabe
von NADPH regenerierendem System durchgefihrt, tdresde Umsetzungen durch CYP
Enzyme zu unterbinden. Wie erwartet konnte auchhnd20-mindtiger Inkubation im
erhaltenen HPLC Chromatogramm kein Produkt gefundenden. Ein kleiner Peak bei
tr~21,8 min konnte durch Vergleich mit einem nur nfubstrat aufgenommenen
Chromatogramm als Verunreinigung des Substratgifdeert werden.

E.2.8.2.2.2 Inkubation von P, mit S9 Fraktion und NADPH mit / ohne PAPS

Eine direkte Phase Il Umsetzung vonwar im vorangegangenen Experiment (E.2.8.2.2.1)
nicht moglich. Der Vergleich der gebildeten Produktiner Inkubation mit NADPH
regenerierendem System und einer Inkubation mitatzlisher PAPS Zugabe sollte
Aufschluss dariiber geben, ob ausiBer ein Zwischenprodukt ein Sulfat gebildet werde
kann. Sowohl nach 60- als auch nach 120-minutigkubationszeit konnte in mit PAPS
behandelten Proben ein deutlicher Peak bei eireglrigen ¢ (~4,8 min) detektiert werden,
der bei Proben, denen kein PAPS zugesetzt wurdéf beobachtet werden konnte. Die
relative Peakflache dieses Peaks stieg mit langerdnkubationszeit.
Der Vergleich mit dergvon Peak P | (4,14 min) zeigt allerdings, dassiés um ein anderes

Produkt handeln muss.

E.2.8.2.2.3 Inkubation von Ps mit S9 Fraktion und NADPH mit / ohne PAPS

Auch R wurde in 60-minttiger Inkubation mit S9 Fraktioehandelt. Beziglich der Co-
Faktoren wurden dabei drei verschiedene Bedinguggevahlt: Inkubation mit PAPS (nur
Phase Il / Sulfatierung), Inkubation mit NADPH raggerendem System und Inkubation mit
PAPS und NADPH regenerierendem System (Phase llundnter diesen Bedingungen
konnten aus £diverse Produkte erhalten werden. Ein ProduktjmaShromatogramm durch
einen Peak bekt6,3 min detektierbar ist, konnte nur bei Inkubagio, die auch PAPS mit
einschlossen, beobachtet werden. Bei der Analyselrdaibation mit S9 Fraktion und
NADPH regenerierendem System kann dieses Prodaogegen nicht detektiert werden. Dies

deutet auf eine erfolgte Sulfatierungsreaktion Ire Bildung eines Sulfates direkt aus P
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scheint somit durch S9 Fraktion, im Gegensatz mkubation von SH-SY5Y Zellen mitsP

leicht moglich.

E.2.8.3 Zusammenfassung der Identifikation der erha  Itenen Peaks

Die Versuche zur Identifikation der aus den Expeniten mit SH-SY5Y Neuroblastomzellen
erhaltenen Produkte mit den beiden beschriebenséataen — Vergleich mit Steroidstandards
und Untersuchung einer moéglichen Sulfatbildungsséa drei Aussagen zu.

Das aus AD in den Zellen gebildete HauptproduktakP%D Ill, ist sein B-reduziertes
Derivat, mAD.

Weiter bestatigen die Experimente mit S9 Fraktioa humaner Leber und mit Sulfatase aus
Helix pomatiaeinander in ihrer Aussage uber die mogliche Id&ntion Peak P I. Sowohl die
Tatsache, dass das Produkt auysir® S9 Experiment mit NADPH und PAPS eine von
Peak P | abweichende Retentionszeit besitzt, alk die fehlende Umsetzung von Peak P |
durch die Sulfatase, schlie3en mit hoher Wahrstibbkeit aus, dass es sich bei Peak P | um
ein Steroidsulfat handelt. SH-SY5Y Zellen kdnneroahus P kein Steroidsulfat bilden,
weder direkt noch tber ein Zwischenprodukt.

Im Gegensatz dazu scheint die Bildung verSBIfat durch S9 Fraktion zwar leicht mdglich,
in SH-SY5Y Zellen findet diese Reaktion allerdingsicht statt. Eine aktive

Steroidsulfotransferase fehlt also in dieser Za#li

E.2.9 Aufklarung der Steroidbiosynthese in SH-SY5Y  Zellen

Aufgrund der erhaltenen Daten konnte gezeigt werd#smss das als neuroprotektiv
angenommene E2 von der verwendeten Zelllinie SHYS¥W&der aus £noch aus Pnoch
aus AD gebildet werden konnte.

Im Folgenden soll beleuchtet werden, welche Schligeraus tber die Expression — oder
genauer: die Aktivitdt — steroidogener Enzyme utetdd metabolisierender Enzyme in der

verwendeten Zelllinie gezogen werden konnen.

E.2.9.1  3B-HSD/As|

Diese Hydroxysteroiddehydrogenase katalysiert d@xgldation der B-Hydroxygruppe und
gleichzeitige Umlagerung dexs-Doppelbindung zurA4-Doppelbindung die Umsetzungen
von R zu B, von 170H-B zu 170H-R und von DHEA zu AD. Da £in den durchgefiihrten
Versuchen nicht in ein identifizierbares Produktgewwandelt wurde, ist davon auszugehen,

dass das Enzym nicht katalytisch aktiv war.
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E.2.9.2 CYP17A1
Da aus B und B wederAs- noch As-Produkte von CYP17A1 (170HsRund DHEA bzw.
170H-R,und AD) gebildet wurden, kann die Anwesenheit vatakytisch aktivem CYP17A1

ausgeschlossen werden.

E.2.9.3 CYP19 (Aromatase)
Nach Inkubation der SH-SY5Y Zellen mit AD konntedee E2 noch E1 gefunden werden.

Aromatisierung von AD fand also nicht statt, auchR@9 war also nicht aktiv.

E.294 17B-HSD1 (oder eine andere reduzierende 17 B-HSD)

Da in keinem Versuchsansatz T gefunden werden komstt davon auszugehen, dass keine
AD reduzierende I¥HSD (z.B. 1, 3 oder 5) in SH-SY5Y Zellen aktiv.ist

E.2.95 5aR

Das einzige, durch die vorangegangenen Versuclobweasbar aktive steroidogene Enzym
in SH-SY5Y Neuroblastomzellen ist diex-Reduktase. Die Inkubationen mit AD zeigen
Umsatz zu BAD. Die Anwesenheit derdiR ist zwar nicht Voraussetzung zur Biosynthese
von E2, wohl aber zur Biosynthese von Dihydroprtgyes, dem direkten Vorlaufer des
neuroaktiven Steroids AP. Die Synthese von AP dwage von R ist also denkbar. Da AP
mit der zur Verfiigung stehenden Analytik nicht sstawerden konnte fi]-AP war nicht
kauflich erwerblich), konnte keine Aussage darUpetroffen werden, ob AP in SH-SY5Y

Zellen gebildet wurde.

E.2.9.6 Steroidsulfotransferase

Eine Aktivitat dieses metabolisierenden Enzyms kdmrch fehlende Umsetzung vog RIim

korrespondierenden Sulfat praktisch ausgeschloseesen.

E.3 Bewertung und Vergleich mit der Literatur

Dieses Kapitel der vorliegenden Arbeit behandelte dndhere Erforschung des
Steroidstoffwechsels in der betrachteten Zellligel-SY5Y. Eine Vielzahl von an der
Steroidogenese beteiligten Enzymen wurde betracbigich Inkubation mit verschiedenen
Steroiden als Substrat konnte die katalytische tiviéht vieler dieser Enzyme in der
vorliegenden Zelllinie gezeigt werden. Ebenso wudie %R als in der Zelllinie aktives
Enzym erkannt. Weiter wurde ein steroidhaltigerr&it des Zelliberstandes auf die Bildung

von Steroidsulfaten untersucht.
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Als Alternative zu dieser Vorgehensweise hatte siie Durchfihrung von PCR
Experimenten zum Nachweis der mRNA der betrefferieieryme angeboten. Das Vorliegen
der mRNA eines Enzyms in der Zelle gibt allerdingsne Auskunft Uber eine erfolgte
Translation in ein aktives Enzym. Zur Erforschures dnoglichen Einflusses von GHB auf
die steroidogenen Enzyme wurde das hier verwenWerdahren demnach als deutlich
geeigneter eingeschatzt.
Die Bildung von E2 durch die verwendete Zellliniadudie Aktivitdt der dazu in Frage
kommenden Enzyme konnte in der vorliegenden Anbieit gezeigt werden. Dies steht im
Widerspruch zu zuvor veroffentlichter Literatur fJOHier wurde der Einfluss von B, auf
die E2 Synthese in SH-SY5Y Zellen untersucht, wdhd}-Ps als Substrat verwendet wurde.
Obwohl in der hier vorliegenden Arbeit ahnliche ubedingungen gewéhlt und mehrere
Chargen der Zelllinie einbezogen wurden, konntendeweE2 noch entsprechende
Zwischenprodukte im Zelliberstand gefunden werdlen.diese Diskrepanz zu deuten, muss
beachtet werden, dass Zellkulturen als sehr koneplealogische Systeme anzusehen sind.
Damit sind sie sehr empfindlich gegenitber &ufergriliBsen und Kulturbedingungen.
Anderungen dieser Rahmenbedingungen kénnen im Laefe Kultur Anderungen in
Morphologie, Proteom und Metabolom nach sich zielkgém SH-SY5Y Zellen im Speziellen
ist beschrieben, dass die Zelldifferenzierung mititamin-A-Saure oder 18-
tetradecanoylphorbol-13-acetat sowohl die Morphielater Zellen als auch die Aktivitat von
steroidogenen Enzymen beeinflussen kann [105]. Eimnterschiedlicher
Differenzierungsstatus ist eine mogliche Erklaruitig die unterschiedlichen Ergebnisse
dieser Arbeit im Vergleich mit der Literatur.
Die in dieser Arbeit nachgewiesene Aktivitat deszyins mR, das bei der Bildung des
Neurosteroids AP eine wichtige Rolle spielt, weasitf die Mdglichkeit der Bildung von
Neurosteroiden in der verwendeten Zelllinie hin.sgits dieser Feststellung stellt sich die
beobachtete Steroidbiosynthese jedoch anders spsimglich erwartet dar. So wird, Richt
als Substrat fir die klassische Androgen-, Estrqgdimeralocorticoid- und Glucocorticoid-
Synthese verwendet. Ebenso entstanden aus ADdktritht die erwarteten Produkte T und
E1l. Ferner fand keine Bildung von sulfatierten &itimetaboliten statt.
Trotz erfolgreicher Durchfiihrung der Versuche kenkein deutlicher Einfluss von GHB auf
die Steroidogenese nachgewiesen werden. Die Egpbmieser Arbeit sprechen folglich
gegen die These einer erhohten Bildung von (Ne8terpiden durch Behandlung der Zellen

mit GHB. Die Grundlagen der in der Literatur besebenen neuroprotektiven Effekte von
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GHB [99] sind also an anderer Stelle des hochkoxepleSystems der Zellregulation zu

suchen.
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F Diskussion

F.1 Biologische Evaluation neuartiger Inhibitoren der humanen 5 a-Reduktase

Typ lund Il

Im Rahmen dieser Dissertation wurden etwa 40 neesdiNdungen auf ihre Hemmpotenz
gegeniber der humanean-Reduktase Typ | und Il untersucht. Ziel war esmirestoffe unter
den Verbindungen zu identifizieren, die bereitsarelite Hemmstoffe in ihrer Hemmpotenz
Ubertreffen, um so zu einer Weiterentwicklung deR31emmstoffe beizutragen. Ebenso
sollte gezeigt werden, ob auch die VerbindungendansGruppe der 5-Aza-des-A-7a-homo-
androstane, die sich starker als die ubrigen Heoffasvon den korpereigenen Steroiden
unterscheiden, potente Hemmstoffe der human&i 6nd %Rl sind.

Die Ergebnisse aus den biologischen Assays zeidass weder der bereits etablierte
Wirkstoff Finasterid noch die Verbindungen der Vamgerstudie durch die getesteten neuen

Verbindungen in Bezug auf Hemmaktivitat tbertroffeerden konnten (vgl. Tabelle F-1).

Verb. Hemmung &R Hemmung &RII
|
N (0]
V21 [91] J;;'&j <20 % bei 10 uM 16654,1 £ 9,5 nM
HOOC
e
K29 (neu) < 20 % bei 10 pM 166860 + 20 nM

NC

K38 (neu) <20 % bei 10 pM 166470 £ 42 nM
Finasterid
|C5o453 nM |Q,o30,3 nM
[91] 7~
(0] N
H
Tabelle F-1 Vergleich von BR-Hemmstoffen verschiedener Klassen
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Dennoch konnten anhand der Hemmprofile der neugbivdungen wertvolle Erkenntnisse
gewonnen werden, die Aufschluss Uber den durclbitonen besetzbaren Raum und von der
50-Reduktase akzeptierte Strukturmerkmale geben, dnel fir die weitere &R-
Hemmstoffentwicklung genutzt werden kénnen.

So ist die 17-Oxogruppe der 17a-Aza-17a-homo-anddsdien-17-one der
Vorgangerstudie wichtiges Strukturmerkmal fur ésa®-Hemmung, da ihr Wegfallen in der
Serie der 17a-Aza-l17a-homo-androstene zu teils arschem Verlust der
Hemmstoffaktivitat fuhrt. Weiter konnte festgedteNerden, dass die 17-Oxogruppe als
Wasserstoffbriickenakzeptor nicht durch die 16,lita&ruktur der 17-Aza-17a-homo-
androsten-16,17a-dione ersetzt werden kann, d& diesbindungen in den meisten Fallen
schwéchere dR-Hemmstoffe darstellen als die analogen Verbindander 17a-Aza-17a-
homo-androst-3,5-dien-17-on-Gruppe.

Eine weitere interessante Erkenntnis aus der gmiiden Arbeit ist, dass sich die 3-Carboxy-
und die 3-Cyanoverbindungen der neuen l1l7a-Aza-b#@skandrostene in Bezug auf die
50RII-Hemmpotenz den 17a-Aza-17a-homo-androst-3,6-diéonen entgegengerichtet
verhalten. Waren die 3-Cyanoverbindungen in deigélogerstudie noch deutlich schwachere
Hemmstoffe als die Verbindungen mit 3-Carboxygryppeertreffen die Carbonitrile der 17a-
Aza-17a-homo-androsten-Reihe die entsprechendeno@stiuren teils sehr deutlich. Diese
Tatsache fuhrt zu der Annahme, dass die neuen t@atAa-homo-androstene einen anderen
Bindungsmodus in der Bindetasche des Enzyms eineelats die alten Verbindungen. Von
letztgenannten wird vermutet, dass sie einen tem&omplex mit Enzym und Cofaktor
ausbilden, wie durch Teil 2.) der Designrationaéx ¥erbindungen (s. Abschnitt C.1.2 )
beschrieben. Die Ausbildung eines solchen Komplekegsh die 3-Cyanogruppe ist als eher
unwahrscheinlich zu werten. Die Enzymbindung naarbild des ,inverted inhibitor” ist
dagegen fur diese Verbindungen als wahrscheinlichebetrachten. An diesen Beispielen
kann anschaulich gezeigt werden, dass beide Dewgtee fur sich betrachtet zielfuhrend
sein konnen. Jedoch ist nach den Erkenntnissendaussorliegenden Arbeit kritisch zu
hinterfragen, ob es sinnvoll ist, beide Ansatzedser einzelnen Verbindung zu verfolgen,
da ein einzelner Hemmstoff nicht beide Prinzipiansich vereinen kann. Wenn bei einem
Hemmstoff mit 3-Carboxygruppe der A-Ring der Verhing die gleiche Position wie der A-
Ring des Steroidsubstrats einnehmen muss, kana ¥iedindung kein ,inverted inhibitor*
sein, da in diesem Fall der D-Ring des Hemmstdfisnéalls die Position des A-Rings des

Substrats einnehmen misste.

75



Diskussion

Da die neu vorgestellten Hemmstoffe deRE aufgrund ihrer Unterlegenheit bezuglich der
Hemmpotenz gegenidber dem etablierten Arzneistofgterid in ihrer jetzigen Form nicht
Uber das préklinische Stadium hinauskommen welglesteht ein weiterer Gewinn aus dieser
Arbeit in der Identifizierung von Strukturen, dids @Basis fir neue Hemmstoffserien (s.
Abbildung F-1) dienen koénnten. Hier sei vor all®i@rbindungKl hervorgehoben, da dieser
5aRII-Hemmstoff sowohl ein relativ potentenBII-Hemmstoff als auch selektiv gegeniber
der Rl ist. Die Einfuhrung verschiedener Substituendem 17a-Stickstoff verspricht den
Erhalt interessanter Verbindungen. Weiter bietethaki38, die aktivste hier vorgestellte
Verbindung, zahlreiche Optionen zur Modifikation dunweiteren Verbesserung der
Hemmpotenz (s. Abbildung F-1, unten). In einenmtes@d Schritt kdnnte auch eine Trennung
der beiden Enantiomere eine gute, wenn auch aufgendvoglichkeit zur weiteren

Steigerung der Aktivitat darstellen.

[ Methyl, Ethyl,i-Propyl, Allyl, Phenyl J

/

H
N

[ Variation der Kettenlédnge ] : _:O

Veresterung mit \
Ameisen-, Essig-, Propionsaure HO

[ Methyl, Ethyl,i-Propyl, Allyl, Phenyl ]

Abbildung F-1 Vorschlage zur mdglichen Weiterentwéklung der Verbindungen K1 (oben) und
K38 (unten)

Ein weiterer Vorteil einiger der neuen Verbindungeand ihrer mdglichen
Weiterentwicklungen liegt in deren Struktur. Aufgcu seines steroidalen Aufbaus birgt
Finasterid eher die Gefahr durch Bindung an Steeagptoren unerwinschte Steroid-
Wirkungen zu vermitteln als das strukturell volligders beschaffene 5-Aza-des-A-7a-homo-
androstan-Derivatk38. Obwohl Finasterid beispielsweise bei Bindung an d&v7A
mutierten AR im Zellexperiment antiandrogene Wirgureigt [106], ist dennoch nicht
auszuschlie3en, dass der Hemmstoff an anderen ARf¥en agonistische Eigenschaften
hat. Eine androgene Wirkung am AR wirde den EinazAndrogensynthese-Hemmstoff
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bei PCa freilich verbieten. Dieser Nachteil konmi¢ Verbindungen aus der 5-Aza-des-A-7a-
homo-androstan-Klasse vermieden werden.

In Hinblick darauf, dass viele der neu vorgestelN&rbindungen in der Lage sind, die/3I

und in sehr geringem MalRe auch deRb zu hemmen, wéare es im Nachgang zu dieser
Dissertation zudem interessant, auch die inhilstbie Potenz dieser neuen Hemmstoffe
gegenuber dem relativ neu beschriebenen Typ Ill 8@ zu evaluieren. Um dem
nachzugehen, ist die Etablierung eines neuen bgdbgn Assays im Arbeitskreis
erforderlich. Der dazu nétige Aufwand kénnte sitlerdings als sehr lohnend herausstellen,
da nicht unwahrscheinlich ist, dass sich unter Hem beschriebenenoRl- und mRII-
Hemmstoffen auch Hemmstoffe dexR Typ Ill finden. Die Inhibitoren kdnnten sich soga
als potentere Hemmstoffe des Typ Il als der Typand Il herausstellen. Dieser Umstand
konnte fir den Inhibitor Dutasterid bereits gezeugirden. Der Arzneistoff hemmt Typ Il
etwa 25-fach starker als Typ | und sogar Uber Hab-fstarker als Typ Il [107] und kdnnte
somit gar als selektivero® Typ IlIl-Hemmstoff bezeichnet werden. Da gezeigirde, dass
die R Typ Il sowohl in gesunder Prostata als auch RHBGewebe [107] und PCa- bzw.
CRPC-Zelllinien [25] zu einem hohen Grad exprimiest, konnten neue oR Typ IlI-
Hemmstoffe zukunftig einen wertvollen Beitrag zurefapie von BPS und mdglicherweise

auch von fortgeschrittenem Prostatakrebs leisten.

F.2 Entwicklung eines CYP17A1 C ;72-Lyase-Assays und biologische

Evaluierung einer Substanzbibliothek

Zur Erfullung der in dieser Dissertation definieriéiele, wurde ein neuer biologischer; Gy
Lyase-Assay entwickelt, der es ermdoglicht, gememsat einer leicht modifizierten Variante
des bereits etablierten d-Hydroxylase-Assays, die beiden katalytischen Reakh von
CYP17A1 getrennt zu betrachten. Dies ertffnet ddveAsgruppe Hartmann und anderen
Arbeitsgruppen die Mdglichkeit, potentielle CYP1ZRemmstoffe auf einer zusatzlichen
Ebene biologisch zu evaluieren und WirkstoffkantBdazu finden, die bereits bekannten
Inhibitoren wie Abirateron Uberlegen sind. Hierisibesonders eine hohe Potenz zur.&
Lyase-Hemmung bei gleichzeitiger Selektivitdit geger der 1d-Hydroxylase von
Interesse.

Der neu entwickelte Assay hat dabei eine ReiheManteilen. Auf der einen Seite sind hier
okonomische Gesichtspunkte, die gerade im uniesit Umfeld von Bedeutung sind, zu
nennen. So ist der Assay kostengtinstig, da dielgdtnzymquelle sowie die gleichen Puffer
und Losungen wie in dem bereits etablierten CYP1A&A&ay verwendet werden. Von beiden

begrenzt haltbaren Materialien lohnt es sich nuéRgre Chargen und Ansatze herzustellen.
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Da beispielsweise die Herstellung der Enzymprapmaratus induziertei. coli Bakterien bis
zu einem gewissen Grad mengenunabhdngig knapp dirmtstag in Anspruch nimmt,
kann somit wertvolle Laborzeit eingespart werdeneitdt kann nun sowohl fir den
Hydroxylase- als auch den Lyase-Assay das gleialtest®at (fH]-Ps) verwendet werden,
was die Bevorratung mit gréReren und damit kostestiger zu beschaffenden Mengen an
radioaktiv markiertem Substrat erlaubt. Ebenso kamihdas schwierig zu beschaffende, an
geeigneten Kohlenstoffatomen mit Tritium markierte{OH-R als Substrat verzichtet
werden. Die dem Hydroxylase-Assay ahnliche Durchfiijsweise ermdglicht ferner die
schnellere Einarbeitung von neuen Laboranten uriddbanden.

Auf der anderen Seite, abseits der rein praktisehr@ehdkonomischen Aspekte, hat der hier
vorgestellte Assay weitere Vorteile gegentber adén der Literatur beschriebenen Lyase-
Assays. Beispielsweise stellt er besser als andssays, in denen 170HsRils Substrat
verwendet wird [108, 109], die natirliche Situatdar, in der Pzunachst durch CYP17AL1 in
170H-R umgewandelt werden muss. In der Literatur herrgelimie Einigkeit dariiber, ob
170H-R die Substratbindestelle vor Umsatz zu DHEA erskagst und dann wieder besetzt
[110] oder ob das Substrat nachuddydroxylierung, ohne die Bindung vom Enzym wieder
zu losen, direkt der Lyase-Reaktion unterworferdvyirl1]. Die Ergebnisse im Rahmen der
Entwicklung des neuen Lyase-Assays sprechen allgsdieutlich fir die erstgenannte These,
da die Bildung von DHEA erst beginnt, wenn das &ab$} nahezu aufgebraucht ist (s.a.
Supplementary DataTeil D). Somit kann davon ausgegangen werdess di&e natirliche
Situation durch den neuen Assay widergespiegett.wir

Bedeutend ist aul3erdem, dass die benotigte Enzypauartion in beliebiger Menge hergestellt
werden kann und keine Abhangigkeit von der Verfiigbid von humanem Testeshomogenat
wie in anderen Testmethoden [59] besteht. DurchAtheesenheit anderer CYP-Enzyme in
unserer Enzympréaparation werden des Weiteren kWelgenreaktion beobachtet und die
Auswertung ist dadurch deutlich einfacher als belemen Assaymethoden, bei denen auch
CYP17Al-nachgelagerte Reaktionen und deren Prodiiktdie Auswertung beriicksichtigt
werden mussen [59, 108, 112].

Anwender des neuen Lyase-Assays mussen sich aligraiariber bewusst sein, dass der
Vorteil eines leicht und sicher verfligbaren Enzyams bakterieller Quelle mit dem Fehlen
maoglicher posttranslationaler Modifikationen eirgpgnt. Es ist denkbar, dass die Expression
von humanem CYP17A1 durch die prokaryotische Zall@iner veranderten Enzymaktivitat
im Vergleich zur Expression durch eine eukaryotsgblle fuhrt, da Bakterien (Prokaryoten)

nicht in gleichem Mal3e zu posttranslationalen M&difonen beféahigt sind wie Eukaryoten.
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Phosphorylierung ist die einzige als bedeutsamnerticaposttranslationale Modifikation von
CYP17Al. Es wird davon ausgegangen, dass Phosprang bestimmter Serin- und
Threonin-Seitenketten die Interaktion von CYP17Al1t mier NADPH-P450 Reduktase
verstarkt [113] und somit die Geschwindigkeit dez¥#mreaktion [114] erhdht. Da jedoch die
Bindung eines Liganden im aktiven Zentrum des Ermyhrch die Modifikation aller
Wahrscheinlichkeit nach unbeeinflusst bleibt, sptkéser Umstand fur die Bewertung der
Hemmpotenz von Inhibitoren durch unseren Assayek@&plle. Dennoch kénnte der Assay
fur andere Einsatzgebiete als den bei der Entwigklworgesehenen Zweck, namlich
Hemmstoffbewertung nach Potenz und Selektivitat, begrenzt einsetzbar sein. So sollte
beispielsweise fir enzymkinetische Untersuchungere eindere Enzymquelle gewahlt
werden.

Die neu erhaltenen Mdglichkeiten zur Bewertung idaibitorischen Potenz von Substanzen
gegen die &olLyase und der Selektivitdit gegeniber dero-Hydroxylase wurden
eingesetzt, um zwanzig ausgewdahlte Verbindungen des Substanzbibliothek des
Arbeitskreises Hartmann zu testen. In das Hemm$§ioféening wurden, neben ABT als
Referenzsubstanz, Verbindungen einbezogen, dieitbedurch die alte CYP17Al-
Testmethode als &ifHydroxylase Hemmstoffe identifiziert wurden. Zugith wurden auch
Hemmstoffe aus anderen CYP-Projekten (z.B. CYP1HBfnmstoffe) ausgewahlt, da auch
diese Verbindungen durchaus das Potential hablektise Lyase-Hemmstoffe zu sein.
Anhand der aus dem Screening erhaltenen Daten &owulie Eignung der neuen
Assaymethode durch zwei wichtige Beobachtungergbaterden:

1. Fur die getesteten Verbindungen wurden untersablesll Selektivitatsfaktoren
(SF = 1Go (Hydroxylase) / IGy (Lyase)) ermittelt. So wurden sowohl Inhibitoreine
eher die Lyase hemmen, als auch Inhibitoren, der elie Hydroxylase hemmen,
gefunden. Dies zeigt zum einen, dass der neue LAssa&y zur Suche nach selektiven
Lyase-Hemmstoffen genutzt werden kann. Zum andkoemte hierdurch bestatigt
werden, dass es mdoglich ist, selektiv nur eine Raaldes bifunktionalen Enzyms
CYP17A1 zu hemmen.

2. Die biologische Evaluierung des bereits zugelasseWbrkstoffs Abirateron hat
ergeben, dass er die Hydroxylase-Reaktion mitif@dtaich héherer Potenz hemmt als
die Lyase-Reaktion. Somit spiegeln die im biologest Assay erhaltenen Ergebnisse
auch die Ergebnisse klinischer Studien wider, inetiedurch starke Hemmung der
Hydroxylase-Reaktion ein sekundéarer Mineralocortiiberschuss in Patienten nach
Behandlung mit ABT festgestellt wurde [45, 52].
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Die Ergebnisse der biologischen Testung auf Hydeser und Lyase-Hemmung sind fur die
interessantesten Verbindungen in ,Table 1“ in Teilviedergegeben.

Mit Verbindung3 konnte eine, dem Wirkstoff Abirateron in Hemmpaemd Hydroxylase-
Selektivitat nahezu ebenburtige, Substanz idemitizverden. Obwohl das Ziel der Arbeit im
Auffinden von selektiven Lyase-Hemmstoffen bestasiddie Verbindung wegen ihrer nicht-
steroidalen Struktur dennoch interessant.

Selektive Lyase-Hemmstoffe sind hingegen die Vaetbimgenl, 2, 4 und5. Verbindung? ist
zwar ein deutlich selektiver Lyase-Hemmstoff (SE &)heint allerdings aufgrund der, im
Vergleich zu den anderen Verbindungen, niedrigengahdeneffizienz fir die
Weiterentwicklung eher ungeeignet. Anders die Metbhgen 1, 4 und 5, die mit
ICs50 (Lyase)-Werten von etwa 25 - 40 nM sehr potenteniestoffe darstellen. Wahrertd
und 5 jedoch mit einem SF von lediglich 2 Lyase-Hemnfstomit nur sehr schwach
ausgepragter Selektivitat sind, weist Verbinddnignit einem SF von 15 und einer mit ABT
vergleichbaren Lyase-Hemmpotenz 23,5 nM @) vs. 15,3 nM (ABT)) das gewtinschte
Profil auf.

Verbindung4 ware folglich ein guter Startpunkt fur die Entwiwkg noch potenterer und
selektiverer Lyase-Hemmstoffe. Da die Verbindungpuiinglich als CYP11B1-Inhibitor
entwickelte wurde, muss bei einer weiteren Optiomgr in Richtung selektiver Lyase-
Hemmstoffe auch die Selektivitdt gegeniber andetatiP-Enzymen betrachtet werden.
Verbindung 4 ist ein hochpotenter CYP11B1-Hemmstoff und hemmnthaCYP11B2 in
betrachtlichem MaRe [115]. Dieser scheinbare Nachte Hinblick auf CYP17A1-
Selektivitat kann allerdings fur gewisse PCa-Pagierein deutlicher Vorteil sein. Kommt es
bei fortschreitender Erkrankung zu bestimmten Moiten des AR, kbnnen diese dazu
fuhren, dass der Rezeptor ein breiteres SpektrumLiganden als Agonisten akzeptiert und
auch durch Cortisol aktiviert werden kann [116]. diesem speziellen Fall ware die
Verfugbarkeit eines dualen CYP17A1/CYP11Bl1-Hemnistofon grof3em Nutzen, um
zusatzlich zur Androgenbiosynthese auch die Cdbiissynthese zu hemmen und dem
betroffenen Patientenkollektiv eine mdglichst indielle Therapie anbieten zu kdénnen [73].
In den meisten Fallen wird jedoch eine duale Hengrwon CYP17A1 und CYP11B1 bei der
spateren Anwendung am Patienten unerwiinscht sedass die Struktur der Verbindung
dahingehend optimiert werden muss, dass die Henenpogegenuber CYP11Bl so
weitgehend wie mdglich verringert wird.

Die Selektivitat gegeniber anderen steroidogenenP-ENzymen wurde bei der

ursprunglichen Entwicklung von Verbindudgoereits berlicksichtigt. So zeigt sie gegenuber
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der humanen Aromatase (CYP19) eine etwa 100-faeheki®/itat [115]. Die Angaben zur
Selektivitat gegenuber CYP17A1 in derselben Litagielle missen allerdings mit Bedacht
interpretiert werden. Hier wurde nach dem altenivie@&hren mit einem anderen CYP17A1-
Substrat und zusatzlich mit deutlich héherer Sallsbnzentration gearbeitet.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die in diesshddr Dissertation gesetzten Ziele erfullt
wurden. Ein neues Assay-System zur Bestimmung vemrHstoff-Selektivitaten zwischen
Lyase- und Hydroxylase-Hemmung wurde erfolgreichbkert. Mit diesem Werkzeug
konnten interessante, selektive Lyase-Inhibitorefeniifiziert und auf Eignung zur
Weiterentwicklung zu neuen Wirkstoffen gegen Pragiebs diskutiert werden. Die potenten
nicht-steroidalen Hemmstoffe aus dem Arbeitskreastidann kdnnen somit in Zukunft noch
weiter verbessert werden, um dann mit der Eigerfiseh@er selektiven Lyase-Hemmung ein
Merkmal tragen, das von seinem Nutzen her weit dlasrblo3e Steigern der Hemmpotenz
hinausgeht. Zusammen mit der nicht-steroidalen k8truware somit ein echter Vorteil

gegeniber dem bereits in der Behandlung von CRR§2getzten Abirateron erreicht.

F.3 Der Einfluss von Gammahydroxybuttersaure (GHB) auf die
Steroidbiosynthese im Gehirn: Untersuchungen an SH- SY5Y

Neuroblastomzellen

Im Zellmodell konnte an der Zelllinie SH-SY5Y gegeeiverden, dass E2 [101] und GHB [99]
einem B-Amyloid-vermittelten Zelltod entgegen wirken. Wagitwurde fir GHBIn vivo
belegt, dass es die Steroidkonzentration im Raitterdeutlich steigern kann [98]. Es stellte
sich daher die Frage, ob beide Effekte in eineraktitn Zusammenhang zueinander stehen,
d.h. ob der positive Effekt von GHB auf die Zellil@at auf einer Erhdéhung der
Konzentration bzw. einer Steigerung der Biosynthege Steroiden mit neuroprotektiver
Wirkung beruht.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden Versuche anS¥blY Neuroblastomzellen
durchgefuhrt, um den Effekt von GHB auf die Stebmgdynthese in dieser Zelllinie zu
beobachten und zu bewerten.

Nach Zugabe der Substratguhd AD konnte zwar eine deutliche Umsetzung di&teroide

in diverse Produkte in SH-SY5Y Zellen gezeigt werddie Hohe des Substratumsatzes war
allerdings grof3tenteils unbeeinflusst von der Vkulmation und/oder der gleichzeitigen
Inkubation mit GHB. Statistisch signifikante Untelngede im Umsatz vonZwischen mit
GHB behandelten Zellen und der unbehandelten Kbbatgab es nur bei einem einzelnen
Messzeitpunkt. In den folgenden Messzeitpunkten glechen Experiments konnte kein

signifikanter Unterschied mehr festgestellt werdBei den Versuchen mit AD konnten
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signifikante Unterschiede in der Umwandlung von Ainn Uberhaupt, nur gezeigt werden,
wenn die Kontrolle, auch im Rahmen einer Vorinkigrat nicht mit GHB in Kontakt kam.
Der Substratumsatz war in diesen Féllen in mit Gd¢Bandelten Zellen jeweils geringfugig
niedriger als in den Kontrollen. Der Zusatz von Gstiien den Substratumsatz folglich eher
zu erniedrigen als ihn unbeeinflusst zu lassen gderu steigern.

Nach Offenlegung der Aktivitat wichtiger steroidoge Enzyme konnte liberraschenderweise
gezeigt werden, dass die verwendete Zelllinie,ztraidersprichlicher Angaben in der
Literatur, offensichtlich nicht die notwendige Emzgusstattung (8HSD/Asl, CYP17A1,
CYP19, 1B-HSD1) besitzt, um das als neuroprotektiv angenonae2 aus Pzu bilden.
Eine Wiederholung eines Teils der Versuche mit reumeabhéngigen Charge der Zelllinie
bestétigte dieses Ergebnis. Eine mdgliche Erklarfing diesen Umstand kodnnte ein
unterschiedlicher Differenzierungsstatus zwischenich Rahmen dieser Arbeit und der in
der Literatur verwendeten Zellkulturen sein.

Obwohl der Nachweis der Synthese von AP in SH-SYZ¥len mangels °H]-
Referenzsubstanz nicht mdglich war, konnte aufgrded deutlichen Aktivitat der R
dennoch gezeigt werden, dass die Bildung diesesroNt&uoids durch die Zelllinie
grundsatzlich denkbar ist. Ebenso konnte, ungetdbtefehlenden Nachweises von AP unter
den aus P erhaltenen Produkten, eindeutig demonstriert werdgass GHB keine
Steroidsynthese-steigernde Wirkung in SH-SY5Y Zehat.

Neben einer Erh6hung der Konzentration von Neurosten durch Steigerung ihrer
Biosynthese ware theoretisch auch eine Konzentsgieigerung durch Hemmung des
Steroidabbaus mdoglich. Die vorgestellten Zellvehsusind nicht zur Uberprifung dieser
Hypothese entworfen worden und haben daher nur leégeenzte Aussagekraft bezlglich
dieser Fragestellung. Allerdings lasst die Beohawiptdass bei den wenigsten Versuchen ein
signifikanter Unterschied im Produktmuster zwischenit GHB behandelten und
unbehandelten Zellen gezeigt werden konnte, dendecNermutung zu, dass es zu keiner
Hemmung des Steroidabbaus kommt und GHB keinedusmauf die Steroidbiosynthese in
SH-SY5Y Zellen hat.

Der im Zellversuch festgestellte, gegefi-Roxizitéat schitzende Effekt von GHB [99] steht
den in dieser Dissertation vorgestellten Experimertufolge nicht in Zusammenhang mit
gesteigerter Neurosteroidsynthese.

Die eingangs erwahnte, von Barbacost al. in vivo beobachtete Steigerung der
Steroidkonzentration nach GHB-Gabe [98] lasst sielhmutlich auf systemische Effekte

zuruckfuhren. Durch Aktivierung der Hypothalamuspdphysen-Nebennieren-Achse kann

82



Fazit

GHB die Konzentration von Steroiden in Hirngewebed uPlasma erhdhen, wie im
Rattenmodell gezeigt [117]. Dies kann freilich riich Zellexperiment nachgestellt werden.
SchlieB3lich lasst sich sagen, dass im Vergleich deit hochinteressanten Ergebnissen im
Bereich der BR- und der CYP17A1-Inhibitoren die an den SH-SY5MI&n durchgefiihrten
Arbeiten zunachst weniger bedeutsam erscheinerkedD& durch GHB vermittelten Effekte
auf die Steroidbiosynthese in diesen Zellen aufigéagerden konnten, war lediglich das
Widerlegen der These, dass GHB einen steroidogétfegkt in SH-SYS5Y Zellen hat,
maoglich. Letztlich kénnen allerdings aus der Auaertersetzung mit dem Themengebiet der
neuroaktiven Steroide dennoch wichtige Erkenntnigsé Denkanst63e gewonnen werden,
die fur medizinische Chemiker, die im Bereich demtinstoffe von steroidogenen Enzymen
forschen, von hoher Bedeutung sind. So sind diekif dieser Hemmstoffe im Gehirn im
klinischen Einsatz nicht zu vernachlassigen. Da C¥& auch ein Schllisselenzym zur
Biosynthese von E2 ist, kann der Einsatz von CYPLtWAibitoren zu einer Verringerung
des E2-Spiegels im Gehirn fuhren, vorausgesetzZtidermstoff ist hirngangig. In Anbetracht
der langen Behandlungsdauer mit einem CYP17Al-Hdofms- der Median der
Gesamtiuberlebensdauer lag in einer Phase Il Stodi@birateronacetat bei knapp 3 Jahren
[54] — ist dann mit potentiellen Effekten auf deeuxosteroidspiegel im Gehirn zu rechnen.
Zumal vor allem altere Menschen an einem PCa leigwhsomit potentielle Anwender von
CYP17Al-Hemmstoffen sind, koénnten sie besondersaillanf fir einen Wegfall des
neuroprotektiven Effekts von E2 sein. Eine begimigender bestehende Alzheimer-Demenz
koénnte in der Folge fortschreiten und eine betiitte Nebenwirkung bzw. Kontraindikation
von klinisch eingesetzten CYP17A1-Inhibitoren deltsh. Dieser Umstand sollte so frih wie
maoglich bei der Weiterentwicklung dieser Wirkstdffgse berlcksichtigt werden. Bei
Beachtung gewisser physikochemischer ParameterMualkekulargewicht, logP und PSA
sowie der Affinitat zu Effluxpumpen wie P-Glycopeat konnen somit wirksamere und

sichere Arzneistoffe entwickelt werden.

G Fazit

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass dieser digbeit gesetzten Problemstellungen
mit Erfolg bearbeitet wurden.

Auf dem Gebiet der&Reduktase-Inhibitoren wurden etwa 40 neue Verlmgdn bezuglich
ihrer Hemmpotenz evaluiert. Anhand der erhaltenegelinisse konnten entsprechende
Struktur-Wirkungsbeziehungen diskutiert werden. Mfei wurde eine interessante

Ausgangsverbindung fur weitere Optimierungen ideantrt. Obschon diese im Vergleich mit
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dem Klinisch eingesetzten Wirkstoff Finasterid vgemi potent ist, verspricht sie dennoch
Ausgangspunkt zur Entwicklung eines, den heuteesiezten &-Reduktase-Hemmstoffen
Uberlegenen, Wirkstoffs zu sein, da sie sich stmglt starker von den natirlich im Menschen
vorkommenden Steroiden unterscheidet.

Entsprechend dazu konnte auch auf dem Feld der TARInhibitoren eine Verbindung
gefunden werden, die die Basis fur die Entwicklenwer fortgeschrittenen Hemmstoffklasse
darstellt. Voraussetzung hierfur war die erfolghei&€ntwicklung eines neuen Assay Systems
zur Identifizierung von selektiven 1&0cLyase-Hemmstoffen und das Untersuchen einer
bereits vorhandenen Substanzbibliothek. Analog Sk-Reduktase-Hemmstoffen wurde
auch hier Wert darauf gelegt, eine potente Verbigdaou finden, deren Struktur sich von
naturlich vorkommenden Steroiden unterscheidet. Dmrs diesen Anstrengungen
hervorgegangene Hemmstoff ist dabei beziglich seli@mmpotenz gegen die Lyase-
Reaktion des CYP17Al1-Enzyms vergleichbar mit dersteer zugelassenen CYP17Al-
Hemmstoff Abirateron, tbertrifft diesen jedoch detit im Hinblick auf Lyase-Selektivitat
und weist dariber hinaus die gewlnschte nichtistale® Struktur auf. Weitere
Optimierungen kdénnen auch hier zu verbessertenstdgfien fihren.

Auch die Versuchsreihen zur Untersuchung des Esfls von Gammahydroxybuttersdure
(GHB) auf die Steroidbiosynthese in SH-SY5Y Neuasbbmzellen wurden mit Erfolg
geplant und durchgefiihrt. Die urspriingliche TheseSteroidsynthesesteigerung durch GHB
konnte allerdings durch die erhaltenen Ergebnissht rbestétigt werden. Die daraufhin
durchgefuhrten Experimente und Auswertungen zuntifilation der nach den Inkubationen
mit Pregnenolon, Progesteron und Androstendion ngifmen Produkte und zur daraus
abgeleiteten Bestimmung der in der betrachteterlirdel aktiven, steroidumsetzenden
Enzyme zeigen, dass GHB auf zellularer Ebene kdiiefluss auf diese Enzyme hat. Da die
in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse die HEfainer GHB-Gabe in der Zellkultur
betrachten, schlieRen sie einen Steroidsynthesgestden, neuroprotektiven Effekt von
GHB auf systemischer Ebene allerdings nicht aussDind die Tatsache, dass eine
Neuromodulation auch durch Gabe von Hemmstofferoiskegener Enzyme erreicht werden

kann, macht die Forschung auf diesem Gebiet wisiteressant.

H Ausblick

Die aus der vorliegenden Dissertation gewonnen&ertatnisse zeigen vor dem Hintergrund
des Bedarfs an wirksameren und vertraglicheren affeoptionen zur Behandlung von

Krankheiten wie dem (kastrationsresistenten) Pralséazinom (CRPC), dem benignen
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Prostatasyndrom (BPS) und der Alzheimer'schen Kmaitkdie Notwendigkeit weiterer
Forschung auf. Da die genannten Leiden vor alleenBdivolkerung im letzten Lebensdrittel
betreffen, ist die Vermeidung von potentiellen Wsadh und Nebenwirkungen, unter dem
Gesichtspunkt von Multimorbiditat und daraus folden Polymedikation, schon bei der
Entwicklung von neuen Arzneistoffen ein wichtigeelZUm diesen Zweck zu verfolgen,
wurden durch diese Dissertation Leitstrukturen eméigt, die Ausgangspunkte zur
Entwicklung verbesserter Hemmstoffe darstellen.

So konnen die Verbindungdfil, K29 undK38 im Hinblick auf Hemmung derceReduktase
Typ Il optimiert werden. Dabei zeigt VerbinduK@8 das vermutlich geringste Potential von
unerwunschten Nebenwirkungen durch Aktivierung Soeroidrezeptoren. Da hier besonders
der Androgenrezeptor von Interesse ist, sollte ag@nistische Wirkung der Hemmestoffe an
diesem Rezeptor und bekannten Mutanten, beispislswenittels Luciferase-Assay,
untersucht und ausgeschlossen werden. Noch besier e, die Bindungsaffinitat zum
Rezeptor zu Uberprifen und zu minimieren.

Hochinteressant ist auch die Evaluierung diesestanzen auf Hemmung des-Reduktase
Typ Il mittels eines noch zu entwickelnden Assay&n aus einer solchen Studie
hervorgehender und im Anschluss weiter optimiehdribitor konnte in der Therapie von
BPS-Patienten Verwendung finden.

Ein Einsatz verbesserteralReduktase-Hemmstoffe gegen CRPC ware zwar preikipi
ebenfalls denkbar, jedoch muss bertcksichtigt werdass diese lediglich die Bildung des
starksten natirlichen Androgens, DihydrotestostéfdT), hemmen kénnen. Das Substrat
des 5-Reduktase-Enzyms, Testosteron (T), vermittelt ghd@benfalls eine androgene
Wirkung [29], sodass auch dessen Bildung fir enf@greiche CRPC-Therapie unterbunden
werden muss. Hierzu ist daher die Gabe eines CYRH&nmstoffs geeigneter.

Zudem lieRe sich Uber eine Kombination beider Wirkppien nachdenken. Die potentiell
synergistische Wirkung von a8Reduktase- und CYP17Al-Hemmstoffen konnte eine
effektive Behandlung einer fortgeschrittenen Pregt@bserkankung (PCa) darstellen. Ob
dies zutrift kann freilich nur durch einen Verglki zwischen Mono- und
Kombinationstherapie im Rahmen klinischer Studielegyt werden. Diese wéren nicht zuletzt
deshalb vonnéten, da aktuell klinisch eingesetat®é&duktase-Inhibitoren in Bezug auf ihre
Wirkung zur PCa-Pravention kontrovers diskutierradem [118]. So reduzieren zwar sowohl
Finasterid als auch Dutasterid die Wahrscheinlithde niedriggradigem PCa zu erkranken,
erhohen dabei aber das Risiko der Ausbildung vdretgiadigem PCa leicht [119, 120]. Wie
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sich dieser Umstand auf die Behandlung von PCa igktswkann zurzeit noch nicht

beantwortet werden.

Wie bereits erlautert, wurde durch die Entdeckumgese potenten und lyaseselektiven
Inhibitors (Verbindung 4) der Grundstein zur Entwicklung einer neuen CYPIL7A
Hemmstoffklasse gelegt. Die zukiinftige Weiterenkiing dieses Screening-Hits sollte
zunachst auf eine Steigerung der Lyase-Selektialtéielen. Da Verbindung weiter ein
potenter Hemmstoff der Enzyme CYP11B1 und CYP1182 ist parallel dazu auch die
Verbesserung der Selektivitdt gegenlber diesenwaitkéren steroidogenen CYP-Enzymen
anzustreben. Obwohl ein dualer Hemmstoff von CYPL71/&d CYP11B1 fur Patienten,
deren Androgenrezeptor (AR) bedingt durch Mutatioaech durch Cortisol aktiviert werden
kann, eine zukunftsweisende, personalisierte Thergpailor made medicine”) darstellen
koénnte [73], wiirde dies dem Sinn und Nutzen deskdielen Lyase-Hemmung widersprechen.
Dies begrindet sich im eigentlichen Konzept einekeksiven Lyase-Hemmstoffs: Die
Cortisolbiosynthese wird unbeeinflusst gelassen wadlurch werden Nebenwirkungen
vermieden, die bei Hemmstoffen beider Reaktioneddrch CYP17A1 katalysiert werden,
zum Tragen kommen wirden. Eine gleichzeitige Hengnuon CYP11B1 und damit der
Cortisolbiosynthese witrde diesen Vorteil nivellerdm Resimee haben somit sowohl
selektive Lyase-Hemmstoffe als auch duale Hemnestefin CYP17A1/CYP11B1 ihre
Daseinsberechtigung. Es handelt sich allerdingsuataerschiedliche Konzepte, die getrennt

voneinander betrachtet und verfolgt werden missen.

In Kapitel F.3 wurde ausgefiihrt, dass Effekte ¥Wemmstoffen steroidogener Enzyme auf
die Spiegel neuroaktiver Steroide im Gehirn nialRer Acht gelassen werden dirfen, wenn
eine langerfristige Therapie, wie es bei PCa alneh @ei BPS der Fall ist, angezeigt ist.
Daher sollte bei der Entwicklung neuer Wirkstoffagenmerk darauf gelegt werden, ob die
Substanzen die Blut-Hirn-Schranke (BHS) Gberwinki@énnen. Im Falle von CYP17A1- und
5a-Reduktase-Inhibitoren ware dies zu vermeiden undrenebenwirkungsarmen Therapie
abtraglich, da bei Hirngangigkeit der entsprechanderbindungen die Gefahr besteht, die
Synthese wichtiger Neurosteroide wie Estradiol (E&llopregnanolon (AP) und
Allotetrahydrodeoxycorticosteron (THDOC) zu hemmen.

Um eine Hirngéngigkeit zu vermeiden, kann man sitipirischer Vorhersagemethoden [121,
122] bedienen, die auf dem Vergleich physikocheh@sc Parameter von im

Zentralnervensystem (ZNS) wirkenden und periphekeviden Substanzen beruhen. Hierbei
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werden beispielsweise Molekulargewicht, logP undAP&etrachtet. Diese empirischen
Regeln wurden zwar entwickelt, um die EntwicklunghgangigerWirkstoffe zu erleichtern,

lassen sich aber durch gezielte ,Nichtbeachtungudautzen, um eine Wirkung im ZNS zu
vermeiden. Bei Verletzung dieser Regeln und glaitlger Beachtung der Lipinski ,Rule of
Five" [123], steigt die Wahrscheinlichkeit, eineabbioverflgbare, jedoch nicht hirngangige
Verbindung zu erhalten. Der Erfolg dieser Vorgelsrise kann anschlieRend durch
geeignete Permeationsassays (PAMPA, sowie AssayCauo2- oder MDR1-MDCKII-

Zellen) [124, 125] sowie im vivo Versuchen experimentell bestatigt werden.
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| Zusammenfassung

Steroidhormone sind wichtige Regulatoren manniigfait Vorgdnge im Organismus. Ein
Uber- oder Unterangebot bestimmter Steroidhormama ku schwerwiegenden Krankheiten
fuhren. Steroidogene Enzyme stellen daher intenéssdielmolekile zur Therapie dieser
Leiden dar.

Die Hemmung der Androgenbildung ist ein erfolgreshlherapiekonzept zur Behandlung
hormonabhangiger Krankheiten wie dem Prostatakamzin und dem benignen
Prostatasyndrom. Diese Arbeit umfasst die Evalaigrder Hemmpotenz neuer Inhibitoren
der androgenbildenden Enzyme-Beduktase und CYP17Al. Neben etablierten Methoden
kommt ein hier vorgestellter, neu entwickelter Asgaim Einsatz. Dieser ermoglicht die
getrennte Hemmstoffbewertung gegeniber beiden ysmwdaktionen des bifunktionalen
Enzyms CYP17A1 und bestétigt die These, dass zieldete Hemmung des zweiten
Katalyseschritts maglich ist. Weiter werden selaktHemmestoffe jener Reaktion identifiziert
und bilden die Grundlage zur Entwicklung nebenwngsarmer Wirkstoffe.

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Kraitkhderen Atiologie bislang nicht
vollstandig geklart ist. Unzureichende Therapiemmn machen die Notwendigkeit neuer
Behandlungskonzepte deutlich. Eine Steigerung gath®se zellschiitzender Neurosteroide
konnte den Verlauf der Krankheit bremsen. In diedédpeit wird durch Versuche am
Zellmodell gezeigt, dass die als neuroprotektivchasbene Gammahydroxybuttersaure

keinen Einfluss auf die Aktivitat steroidogener mz hat.

88



Summary

J Summary

Steroid hormones are important regulators of méhifrocesses in the organism. Both,
excess as well as insufficient supply of particuéeroid hormones may lead to severe
diseases. Therefore, steroidogenic enzymes repregeresting targets for the therapy of
these illnesses.

Inhibition of androgen formation is a successfuhaept of therapy for treating hormone
dependant diseases like prostate cancer and bprogtatic syndrome. This thesis comprises
the evaluation of the inhibitory potency of nowvethibitors of the androgen forming enzymes
5a-reductase and CYP17A1. Together with establishethaas, a newly developed assay is
used. The latter allows a separate evaluationtobitors against either of the two reactions of
the bifunctional enzyme CYP17A1 and confirms theotty that a targeted inhibition of the
second catalytic step is possible. Moreover, sekedhhibitors of this reaction are identified
and provide the basis for the development of agiivermaceutical ingredients with low side
effects.

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disedhea not yet fully understood aetiology.
Insufficient treatment options emphasise the needdvel therapeutic concepts. An increase
of the synthesis of cell protecting neurosteroidsyrslow down the course of the disease.
This thesis uses cellular model experiments to destnate thay-hydroxybutyric acid, which

is described as neuroprotective, has no influence activity of steroidogenic enzymes.
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Material und Methoden

J.1 Material

J.1.1 Chemikalien und Medien

Alle Chemikalien und Grundstoffe ip. a und in HPLC Qualitat sowie unmarkierte
Steroidstandards wurden, soweit nicht anders amgegeon Biesterfeld Chemiedistribution
(Friedrichsthal), Sigma-Aldrich Chemie GmbH, CartR GmbH (Karlsruhe) und VWR
International GmbH (Darmstadt) bezogen.

Weitere Produkte wurden von folgenden Firmen eehalt

4-Nitrocatecholsulfat, Dikaliumsalz Sigma-Aldri€themie GmbH (Steinheim)
Finasterid Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Glucose-6-phosphat Dehydrogenase aus Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)
Leuconostoc mesenteroides

Lysozym aus Huhnereiweil3, lyophilisiert Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe)
und albuminfrei

NADP, Dinatriumsalz GERBU Biotechnik GmbH (Heideth)
PAPS, Lithiumsalzhydrat Sigma-Aldrich Chemie Gm{&teinheim)

S9 Fraktion aus humaner Leber BD Biosciences Europe (Erembodegem,
BD Gentest" Belgien)

Sulfatase/Glucoronidase  aus Helix Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

pomatia Typ H-1, lyophilisiertes Pulver,
Sulfataseaktivitat > 10,000 units/g,
Glucuronidaseaktivitét 300 units/mg

Quickszint Flow 302 LSC Cocktail Zinsser AnalyticmbH (Frankfurt am
Main)

Tritium-markierte Steroide:
[1,2-3H]-11-Deoxycorticosteron American Radiolazkel Chemicals, Inc.
(St. Louis, MO, USA)

[1B->H(N)]-Androst-4-en-3,17-dion Perkin Elmer (Rodgau)
[2,4,6,73H(N)]-Estradiol

[2,4,6,7°H(N)]-Estron

[7-*H(N)]-Pregnenolon

[1,2,6,7°H(N)]-Progesteron
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[1,2,6,7°H]-Testosteron

Zellkultur:
CASYton

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium -
high glucose (DMEM)
Produktnummer: D6429-500ML

Fetales Kalberserum, Ursprung nicht aus

den USA (FKS)
Produktnummer: F7524-500ML

Geneticin Disulfat (G418 Sulfat)

Penicillin/Streptomycin
10.000 U/mL Penicillin; 10 mg/mL
Streptomycin

Phosphate Buffered Saline (PBS)

Trypsin-EDTA, 10x

J.1.2 Verbrauchsmaterialien

CASY®cups

Nalgene Cryoware Cryogenic Vials

Rohre 15 mL 120x17 mm PP
Rohre 50 mL 114x28 mm PP
Reagiergefald 1,5 mL

Safe Lock Tube 2,0 mL

Tip One 10 pL Graduated Tip
Tip One 200 pL Yellow Tip
Tip One 1000 pL Blue, Graduated Tip

Well-Platten:

Multidish 12 Wells Nuclon Delta Sl, with
lid

Cellstaf 24 Well Cell Culture Plate, with
lid

Zellkulturschalen:
Zellkulturschale 100x20 mm
Zellkulturschale 150x20 mm

Material und Methoden

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

GERBU Biotech@iknbH (Heidelberg)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim)

Fisher Scier@fitbH (Schwerte)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Stedim)

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim)

Thermo Fisher eftdic (Rosklide,
Déanemark)

Sarstedt AG & Co. (Nuitie

Eppendorf AG (Hamburg)

Starlab GmbH (Hampurg

Thermo Fisher Scientific  (Rosklide,
Déanemark)
greiner bio one (Frickenhausen)

Sarstedt AG & Co. (Nuedt)
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J.1.3 Medien und Lésungen fur die Zellkultur

J.1.3.1 Medium fir SH-SY5Y Zellen

DMEM mit
FKS 10%
Penicillin/Streptomycin 1%

J.1.3.2 Medium fur HEK | und HEK |l Zellen

DMEM mit

FKS 10%
Penicillin/Streptomycin 1%

G418 Sulfat 0,5 mg/mL

J.1.3.3 Trypsin-EDTA LAsung

Trypsin-EDTA, 10x 5,0 mL
Aqua, bidest. (autoklaviert) ad 50,0 mL

Es wurden Aliquots von je 1,0 mL hergestellt.

J.1.34 Lésungen und Puffer zur Herstellung von HEK -1 und HEK-II
Homogenat

J.1.3.4.1 TRIS HCI Stammlésung, 1 M

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, 15,76 g
Hydrochlorid
Aqua, bidest. ad 100,0 mL

J.1.3.4.2 EDTA Stammlésung, 10 mM
Ethylendiamintetraessigsaure 292,2 mg

Aqua, bidest. ad 100,0 mL

Der Feststoff wurde unter Erwérmen und Zugabe emigopfen NaOH gelst.
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J.1.3.4.3 Homogenatpuffer

TRISHCI, 1 M 12,5 mL
EDTA, 10 mM 2,5mL
Saccharose 25,67 g
Aqua, bidest. ad 250,0 mL

Einstellen auf pH 7,3.

Aliquots zu jeweils 50 mL wurden bis zur Verwendureg -20 °C eingfroren.

J.1.3.4.4 TRIS-Puffer

TRISHCI, 1 M 12,5 mL
EDTA, 10 mM 2,5mL
Aqua, bidest. ad 250,0 mL

Einstellen auf pH 7,3.

J.1.3.5 Puffer und Lésungen zur Durchfihrung der CY  P17A1 Assays

J.1.3.5.1 0,05 M Phosphatpuffer A pH 7,4 (CYP17-Pu ffer)

Dinatriumhydrogenphosphat, Dodecahydrat 8,96 g

Natriumdihydrogenphosphat 3,009
Magnesiumchlorid, Hexahydrat 203,3 mg
Ethylendiamintetraessigsaure 29,23 mg
Dithiothreitol 15,43 mg
Aqua, bidest. ad 1000,0 mL

Einstellen auf pH 7,4.

J.1.3.6 Puffer fir Inkubationen mit S9 Fraktion

J.1.3.6.1 100 mM Kaliumhydrogenphosphatpuffer pH 7, 4 (KP-Puffer)

Kaliumdihydrogenphosphat 0,68 g
Dikaliumhydrogenphosphat 1,14¢g
Aqua, bidest. ad 100,0 mL

Einstellen auf pH 7,4.
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J.1.4 Zelllinien

J.14.1 SH-SY5Y

Die Zelllinie SH-SY5Y stellt einen Subklon der SK$H Zelllinie dar [126]. Letztere wurde
aus einer Knochenmarksbiopsie einer vierjahriggreR#n mit Neuroblastom gewonnen. Die

Zellen wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Kad J. Schmitt und Herrn Dr. Matthias

Engel zur Verfiigung gestellt.

J.14.2 HEK-I

HEK-I Zellen stellen HEK293 Zellen dar, die durctalsle Transfektion zur permanenten

Expression der humanenfl befahigt wurden [127].

J.1.4.3 HEK-II

HEK-II Zellen stellen HEK293 Zellen dar, die durshabile Transfektion zur permanenten

Expression der humanenfll befahigt wurden [127].

J.1.5 Gerate

Axiovert 25 Umkehrmikroskop

Bandelin Homogenisator Sonoplus HD
60 mit Ultraschallwandler UW 60

Biosafe eco Zellkultur Inkubator
CARY® 50 UV-Vis Spektrophotometer

CASY® Cell Counter + Analyser System
Modell TT

Holten LamiAir Sterilbank

HPLC System I:

Agilent 1100 HPLC System

G1322A Degasser Entgaser

G1311A QuatPump Quartare Pumpe
G1329A ALS Autosampler

G1316A COLCOM Saulenofen

G1315B DAD UV-Detektor

35900E Interface

ChemStatiofi Software

CC 125/3 Nucleodur 100-3 C-18 ec
HPLC Saule mit CC 8/3 Nucleodur 100-3
C18ec Vorsaule

Radioflow Detector LB509 mit

Carl Zeiss (Jena)

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
(Berlin)

Integra Biosciea¢Fernwald)
Agilent Technologi&sibH (Boblingen)

Scharfe System (Reutlingen)

Heto-Holten (Allerad, Bémark)

Agilent Technologies Gm{dblingen)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Duren)

Berthold Technologi&nbH & Co. KG
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Flassigszintillatorpumpe

HPLC System II:

Agilent 1200 HPLC System

G1322A Degasser Entgaser
G1311A QuatPump Quartare Pumpe
G1329A ALS Autosampler
G1315B DAD UV-Detektor
Reihe)

35900E Interface
ChemStatiofi Software

CC 125/3 Nucleodur 100-3 C-18 ec
HPLC Saule mit CC 8/3 Nucleodur 100-3
C18ec Vorsaule

RAMONA Star radioactivity HPLC-
flow-monitor mit HPLC-LS-piston pump

(1100er

HPLC System IlI:

Agilent 1200 HPLC System

G1379B Degasser Entgaser

G1312A BinPump Binare Pumpe
G1329A ALS Autosampler

G1314B VWD UV-Detektor

35900E Interface

ChemStatiofi Software

CC 125/3 Nucleodur 100-5 C-18 ec
HPLC Saule mit CC 8/3 Nucleodur 100-3
C18ec Vorsaule

RAMONA Star radioactivity HPLC-
flow-monitor mit HPLC-LS-piston pump

Savant SPD121P Speedvac Concentrator
mit RVT400 Refrigerated Vapor Trap

Mettler-Toledo SevenEasy pH-Meter
Millipore Q plus Reinstwasseranlage
UV/Vis-Spektralphotometer Heos 3
Vortex Schuttler, VV 3

Waagen:

Kern ABT 220-5DM

Sartorius R200D

Zentrifugen:

Hettich Universal 32 R

mit Ausschwingrotor 8-fach 45°

(Best. Nr. 1617)
Heraeus Fresco 17

Material und Methoden

(Bad Wildbad)

Agilent Technologies Gm(@8#blingen)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Dtiren)

raytest Isotopenmessgerate GmbH

(Straubenhardt)

Agilent Technologies Gm{dblingen)

Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Dtiren)

raytest Isotopenmessgerate GmbH

(Straubenhardt)

Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham,
MA, USA)

Mettler-ToledmléH (Giel3en)
Millipore (Bkorn)
Unicam, Thermo-Spectronic (Neuss)
VWR International GmbH (Dastadt)

Kern & Sohn GmbH (Balingen)
Sartorius AG (Goéttingen)

Andreas Hettich GmbH & Co.KG

(Tuttlingen)

Thermo Electron LED GmbH (Od&ro
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Sorvall RC5B Plus Sorvall (Newton, CT, USA)
Rotoren SS-34 und SLA-1500

J.2 Methoden

J.2.1 HPLC Methoden

Die verwendeten HPLC Methoden sind auf den zu derelen Systemen zugehérigen PCs

unter folgenden Pfaden abgespeichert:

HPLC System I:
D:\HPCHEM\1\METHODS
HPLC Systeme Il und III:
C:\Chem32\1\METHODS

Die erhaltenen Chromatogramme kdnnen unter deeridign Pfaden gefunden werden:

HPLC System I:
D:\HPCHEM\1\DATA\SJK
HPLC Systeme Il und III:
C:\Chem32\1\DATA\SJK

J.2.1.1 HPLC Methoden fur die CYP17A1 Assays

Die Analysen wurden auf dem unter Abschnitt J.A&fgefuhrten HPLC System |
durchgefuhrt. Die Einstellungen fur den BertholdlRélow Detektor waren:

Select Param. file
Nuklid *H
Ratem. Units min
L-Backgnd 0
Eff.Correct. no
L-Range 100k
L-Range 50k
Peak-FWHM 30
L-Time-C (FWHM)

Fill-time (s) 0

Valve Delay (s)
Pump-flow 0.5
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Pump on 0

Pump off 8

J.2.1.1.1 CYP17A1 Hydroxylase Assay (,CYP173.M")

Zur Analyse des Hydroxylase Assays wurde eine 13itige, isokratische Methode
verwendet, bei der Millipore Wasser und Acetohitfieweils mit 0,1 % TFA) als

Elutionsmittel diente. Der Losungsmittel- und derir@llatorfluss wurden auf 0,9 mL/min

gesetzt. Die restlichen Einstellungen des BerthRktioflow Detektors wurden wie in
Abschnitt J.2.1.1 aufgefuhrt Gbernommen. Der Drugkhrend der Analyse betrug etwa
250 bar. Die Methode wurde unter dem Namen ,CYRI73inter dem in Abschnitt J.2.1

angegebenen Pfad abgespeichert.

J.2.1.1.2 CYP17A1 Lyase Assay (,CYP172.M")
Die Analysen wurden unter Verwendung der in Tab&lleaufgefiihrten Gradientenmethode
durchgefuhrt. Die Methode wurde unter dem Namen RC¥2.M* unter dem in Abschnitt

J.2.1 angegebenen Pfad abgespeichert.

Zeit [min] Wasser Acetonitril
mit 0,1% TFA [%] mit 0,1% TFA [%]
0,0 40 60
0,5 25 75
4,0 25 75
4,5 0 100
7,0 0 100
10,0 40 60

Stopp: 10,0 min
Fluss 0,5 mL/min
Szintillatorfluss 0,5 mL/min
Druckstart= 218 bar

Injektionsvolumen 20 pL
Tabelle J-1 HPLC Gradientenmethode fiir den CYP17ALlyase Assay
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J.2.1.2 HPLC Methode fur SH-SY5Y Experimente

Die Entwicklung (siehe Abschnitt E.2.1 ) und Anwleng der Methode erfolgte auf dem in
Abschnitt J.1.5 beschriebenen HPLC System Ill. M&thode wurde dort unter dem Namen
~SHSYS5Y.M“ abgespeichert. Sie ist der Vollstandigkéalber an dieser Stelle erneut

wiedergegeben:
o Wasser Acetonitril
Zeit [min] . .
mit 0,1% TFA [%] mit 0,1% TFA [%]

0,0 65 35

15,0 65 35

32,0 0 100

35,0 65 35

Stopp: 38,0 min
Fluss 1,0 mL/min
Szintillatorfluss 2,5 mL/min
Druckstart= 173 bar

Injektionsvolumen 25 pL
Tabelle J-2 HPLC Methode fiir die SH-SY5Y Versuche

J.2.1.3 HPLC Methode fur 5 aRI und 5 aRlIl (,5ALPHA_SK.M*)

Die aus dem Test auf Hemmestoffaktivitat gegen aieldn R Isoformen | und Il erhaltenen
Proben wurden mit Hilfe einer isokratischen Methodaf dem in Abschnitt J.1.5
beschriebenen HPLC System Il durchgefuihrt. Als($thétel diente eine Mischung aus 28 %
Millipore Wasser, 72 % Methanol und 0,1 % TFA. Bikissrate wurde auf 0,325 mL/min
gesetzt wodurch ein Druck von etwa 140 bar errewhitde. Die Szintillationsflissigkeit
wurde mit einem Fluss von 1,2 mL/min zugesetzt. Methodendauer betrug 13,0 Minuten,

das Injektionsvolumen 25 pL.

J.214 Elektronische Zellzahlbestimmung mittels CA  SY® Modell TT

Zellzahlbestimmungen wurden mit Hilfe des CASYell Counter + Analyser Systems
durchgefuhrt. Das Gerat erlaubt es in einer eimzMessung sowohl die Zellzahl zu ermitteln
als auch lebende von toten Zellen zu unterschei@@azu muss eine Zellkulturprobe in
CASY®ton, einer speziell fur die Zellzahlung entwickaltésotonen Elektrolytldsung,

verdiunnt (im Regelfall 1:1001) und suspendiert wardDies wird durch Pipettieren von
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10 pL zu vermessender Zellsuspension in ein minLGCASY®ton gefiilltes CAS¥cup und
nachfolgendes, mehrmaliges Invertieren erreichbedét darauf zu achten, dass sich keine
Luftblasen bilden.

Bei der Messung wird die Suspension mit konstaStedbmungsgeschwindigkeit durch eine
Prazisionsmesspore gesaugt und tber ein Niedenspgsield geleitet. Die elektrolytgefillte
Messpore stellt dabei einen definierten elektriscWdderstand dar. Zellen verdrangen beim
Durchtritt durch die Messpore ein dem Zellvolumentsprechendes Volumen an
Elektrolytldsung. Eine intakte Zellwand kann dahlsi Isolator betrachtet werden und erhéht
so den Widerstand Uber die Kapillarstrecke. Meddgrour Bestimmung des Volumens ist
somit die Anderung des Widerstands. Die Zellmembumiar Zellen stellt hingegen keine
elektrische Barriere mehr dar. Tote Zellen werdéder Grof3e des Zellkerns erfasst.

Zur automatischen Auswertung des Messergebnissesamiiinter anderem der linke und der
rechte  Auswertecursor (Evaluierungscursor) sowier diénke und der rechte
Normierungscursor angegeben werden. Die Normiermurger bestimmen den Bereich der
GroRRenverteilung, der bei allen Prozentberechnuii@@riability, %Counts, %Volume) den
100% Wert definiert. Die Auswertecursor hingegenstioemen, welcher Bereich der
GroRRenverteilung zur Berechnung der Messergebmveseendet wird. Das heildt, sie
definieren bei prozentualen Berechnungen den Ghi#erth, fir den der prozentuale Anteil
bezogen auf den Normierungsbereich berechnet wird.

(nach Casy® Cell Counter und Analyser System MddelBedienungsanleitung, Schéarfe
System GmbH, Reutlingen)

Zur Zahlung der Zellen wurden je nach Zelllinieensthiedliche Programme verwendet:

Zelllinie Evaluierungscursor Normierungscursor
HEK-I 11,38 - 50,00 pm 6,00 - 50,00 um
HEK-II 11,75 - 50,00 pm 8,25 - 50,00 pm
SH-SY5Y 11,75 - 50,00 pm 8,25 - 50,00 pm

J.2.2 Arbeitstechniken mit Zellkulturen

J.2.2.1 Kryokonservierung

Im Zusammenhang mit der Zellkultur versteht mareuitryokonservierung das Einfrieren
und Lagern von Zellen bei Temperaturen unter -130dnter Verwendung von

Gefrierschutzsubstanzen. Ziel der Kryokonservierigigdie zeitlich unbefristete Lagerung
von Zellmaterial, wobei nach dem Auftauen wieddrelesfahiges biologisches Material zur

Verfigung stehen soll. Durch Lagerung in Flussalstioff wird das biologische Material auf
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-196 °C heruntergekihlt. Dabei kommen Stoffwechselgsse vollstandig zum Erliegen und
das eingefrorene Material kann tUber Jahrzehntggelaverden [128].

J.2.2.1.1 Auftauen kryokonservierter Zellen

Nachdem 10 mL Kulturmedium auf 37 °C vorgewarmtateur, wurde das Kryoréhrchen, das
die aufzutauende Zelllinie enthielt, im auf 37 °@gestellten Wasserbad erwarmt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass weder der Schraubdeckklsein Gewinde mit Wasser benetzt
wurden. Sobald der Inhalt des Kryorohrchens autgetar, wurde er in das vorgewarmte
Kulturmedium Gberfiihrt. Nach funfminttiger Zentgfation bei 420 g wurde der Uberstand
abgesaugt um das zelltoxische Gefrierschutzmitteleatfernen. Das Zellpellet wurde in

frischem, auf 37 °C temperiertem Kulturmedium resungliert. Die Suspension wurde auf

eine kleine Zellkulturschale gegeben und imy@@xubator kultiviert.

J.2.2.1.2 Einfrieren von kultivierten Zellen

Die einzufrierenden, konfluenten Zellen wurden firypsin behandelt um den Zellrasen
abzulésen (siehe auch Abschnitt J.2.2.3). Die lenm@ Suspension wurde bei
420 g 5 Minuten zentrifugiert. Das alte Medium wairgerworfen, die Zellen in eisgekihltem
Einfriermedium (= DMEM mit 20 % FKS und 10 % DMS® &efrierschutz) resuspendiert
und auf vorgekuhlte Kryorohrchen verteilt. Das fakn an Einfriermedium wurde dabei so
gewahlt, dass eine Zellzahl im Bereich von® His 10 Zellen/mL erreicht wurde. Die
Kryoréhrchen wurden in einen, mit Isopropanol atiiieen und auf 4 °C vorgekihlten,
Nalgene Cryo 1C Freezing Container gest@itstiindige Lagerung des Behalters bei -70 °C
ermdglichte eine konstante Abkuhlrate von 1 °C/mim. Anschluss daran wurden die

Kryoréhrchen zur dauerhaften Lagerung in den Stadkank Uberfihrt.

J.2.2.2 Kultivierung der Zelllinien

Die in der vorliegenden Arbeit eingesetzten Zelleumrden in einem Biosafe eco Zellkultur
Inkubator bei 37 °C kultiviert. Der Inkubator ernliggt die Kultivierung in
wasserdampfgesattigter Atmosphéare und die Einsigleines konstanten G&@ehalts auf
5 %. Im Zusammenspiel mit dem im Kulturmedium eh#ren Natriumhydrogencarbonat
entsteht so ein Kohlensaure/Hydrogencarbonat RyBeem, das Schwankungen im pH-
Wert, die beispielsweise durch Stoffwechselprodulgeursacht werden kénnen, abpuffern
kann.

Zum Schutz vor bakterieller Kontamination wurdem deulturmedien des Weiteren die
Antibiotika Penicillin (100 U/mL) und Streptomyc(at00 pg/mL) zugesetzt.
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J.2.2.2.1 Kultivierung von SH-SY5Y Zellen

Die Zellen wurden im C®Inkubator in DMEM mit 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle 5-7 Tageusden die Zellen nach dem in Abschnitt
J.2.2.3.1 beschriebenen Verfahren passagiert, weiter kultiviert. Nach Bedarf wurden

aulRerdem alle 3-5 Tage ca. 50 % des Kulturmediwggsrgfrisches Medium ausgetauscht.

J.2.2.2.2 Kultivierung von HEK-I und HEK-II Zellen

Beide Zelllinien wurden im C@Iinkubator in DMEM mit 10% FKS und 1%
Penicillin/Streptomycin kultiviert. Dem Medium wuwrdweiter Genetecin Disulfat in der
Konzentration 0,5 mg/mL zugesetzt. Dieses Aminogtt Antibiotikum hemmt auch in
eukaryotischen Zellen die ribosomale Proteinsyrhé3as zur stabilen Transfektion der
beiden R Subtypen verwendete Plasmid enthalt ein Resigéanzur Inaktivierung des
Antibiotikums. Durch den entstehenden Selektionskirkbnnen nur Zellen ungehindert
wachsen, die im Laufe der Kultur das transfizi€@smid nicht verloren haben.

Die Zellen wurden alle 2-3 Tage, wie in Abschiit2.2.3.2 erlautert, passagiert und weiter

kultiviert.

J.2.2.3 Passagieren der Zelllinien

J.2.2.3.1 Passagieren von SH-SY5Y Zellen

Nachdem durch Kultivierung der Zellen ein konfllemEellrasen erhalten wurden, wurden
die Zellen vorsichtig mit ca. 5 mL PBS (RT) gewamthNach Absaugen der Waschlésung
wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA Lésung behandahd so enzymatisch von der
Kulturschale abgel6st. Fur eine 100x20 mm Schalelevd mL Lésung, fur eine 150x20 mm
Schale wurden 2 mL Lésung verwendet. Die Zellen dear im Inkubationsschrank 2-
3 Minuten inkubiert. Danach wurde die Ablosung dallen unter dem Lichtmikroskop
kontrolliert. Dies war bei SH-SY5Y sehr leicht mi@gl, da die Zellen bei Ablésung von der
Schalenoberflache von einer langlichen Form in ekugelige Form Ubergehen. Die
enzymatische Reaktion wurde mit 9 mL frischem Kuttedium (37 °C) abgestoppt. Das
nach Zentrifugation (5 min, 420 g) der erhalteneellsispension und Verwerfen des
trypsinhaltigen Uberstands erhaltene Zellpellet deuin 10 mL frischem Kulturmedium
(37 °C) resuspendiert. Dieser Schritt musste sengféitig durchgefuhrt werden, da die
Zellen zur Aggregation neigten. Die Zellsuspensiamde im Anschluss daran 1:2 bis 1:4 in

Kulturmedium (37 °C) verdunnt und auf frische Zaltkirschalen verteilt.
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J.2.2.3.2 Passagieren von HEK-I und HEK-II Zellen

Nach Erreichen der Konfluenz konnten beide Zelimdurch einfaches Abspulen mit 10 mL
PBS (RT) von der Kulturschale gelost werden. Eieddhdlung mit Trypsin war nicht nétig.

Die Zellsuspension wurde fiir 5 Minuten bei 420 gtagugiert und der Uberstand verworfen.
Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium (32)°grindlich resuspendiert, da HEK
Zellen zur Aggregation neigten. Durch 1:3 bis 1:&rddinnung mit Kulturmedium und

Uberfiihrung auf frische Zellkulturschalen wurdee @dellen passagiert und weiter kultiviert.
[129]

J.2.24 Herstellung von HEK-I und HEK-1 Homogenat

Die Herstellung des Zellhomogenats erfolgte wie BonMartina Streiber beschrieben [129]:
Zur Herstellung des Zellhomogenats wurden fiinf, mihem konfluenten Zellrasen
bewachsene 150x20 mm Zellkulturschalen verwendetas [Xellkulturmedium wurde
abgesaugt und die Zellen wurden vorsichtig mit ZDxmL PBS (RT) gewaschen. Im
Anschluss daran wurden die Zellen mit 10 mL frisufeBS (RT) abgespult und in ein 50 mL
Rohrchen tberfuhrt. Auf der Kulturschale verbleitberZellen wurden durch Nachspuilen mit
2 x5 mL PBS (RT) der Zellsuspension zugeflgt. Buspension wurde 5 Minuten bei 420 g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. D&l&n wurden in 15 mL Homogenatpuffer
grundlich resuspendiert und die Zellzahl mittelgk&lonischer Zellzahlung (siehe auch
Abschnitt J.2.1.4) ermittelt. Durch Zugabe von teesm Homogenatpuffer wurde eine
Konzentration von 16 Millionen Zellen/mL eingesteDer Zellaufschluss erfolgte mit Hilfe
des Ultraschallstabs, eingestellt auf die hochdtdeS Die Zellensuspension wurde dabei
funfmal 10 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Daziven wurden die Zellen 50 Sekunden
auf Eis gelegt. Das erhaltene Homogenat wurde imuats von jeweils 1,5mL im
Ethanol/Trockeneisbad eingefroren und bei -80 °“l@ggat.

J.2.3 Biologische Assays

J.2.3.1 Test auf Hemmung von 5 aRIl und 5aRll

Die Testung auf Hemmaktivitat erfolgte in Anlehnuag den von Dr. Martina Streiber
entwickelten zellfreien Assay [129]. Im Folgendernrdvdie Vorgehensweise im Detail

wiedergegeben.
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J.2.3.1.1 Herstellung der Hemmstoffstammlésungen

Aus den von Prof. Dr. Manoj Kumar von der Panjabivigrsitat in Indien Ubersandten

Feststoffen wurden 10 mM Stammldsungen nach Falriehergestellt.

Einwaagenmg

— x10° = Lésungsmielvolumenin ul
Molekulargewichtinmg/ mmox10mmol/|

Formel J-1 Berechnung des bendtigten Lésungsmittelumens zur Herstellung von 10 mM

Hemmstoffstammlésungen

Zunachst war DMSO das Loésungsmittel der Wahl. Wae &ubstanz auch nach
mehrminttigem Schitteln auf dem Vortex Schuttlechhigeldst, wurde versucht die
Verbindung durch Erwéarmen auf 37 °C im Wasserbad/ager durch Behandlung im
Ultraschallbad zu I6sen. Fur den Fall, dass eindiidung auch dadurch nicht gelést werden
konnte, wurde das nach Formel J-1 berechnete ValuDMSO erneut zugegeben und so
eine 5 mM Stammlésung hergestellt. Die Verbindungé®, K30, K33 und K36 konnten
auch auf diese Weise nicht geldst werden. Von dié&srbindungen wurden nach analoger
Vorgehensweise Stammldsungen in Methanol hergestell

J.2.3.1.2 Hemmstoffverdiinnungen

Die Verdinnung der Hemmstoffstammlosungen auf dim JAssay gewilnschte
Hemmstoffkonzentration erfolgte mit dem zur Helstgy der Stammldsung benutzten
Losungsmittel. Unter Verwendung von Verdinnungsger;, die Ublicherweise zwischen
1:2,5 und 1:10 lagen, wurde so eine Hemmstoffvendiig hergestellt, die 50-fach hdher
konzentriert war als im Assay gewilnscht. Diese Wending wurde mit TRIS-Puffer
wiederum 1:2,5 verdiunnt. Die weitere Verdinnung dgiafgewlinschte Endkonzentration im
Test erfolgte durch die Ubrigen Komponenten destansatzes (siehe auch Abschnitt
J.2.3.1.5).

J.2.3.1.3 Homogenatverdinnung

Das, wie in Abschnitt J.2.2.4 beschrieben, gewonar#ellhomogenat wurde mit TRIS-Puffer
verdinnt. Zur Bestimmung eines passenden Verdursfiakigrs wurde ein Aktivitatstest
ohne Hemmstoffzugabe analog zum in Abschnitt J2%53 beschriebenen Verfahren
durchgefuhrt. Dazu wurden verschieden starke Hometgerdinnungen hergestellt. Zur
Verwendung im Assay wurde eine Homogenatverdinmawgghlt, die einen Substratumsatz
von etwa 20-25 % gewabhrleistete.

103



Material und Methoden

J.2.3.1.4 NADPH regenerierendes System

Das verwendete NADPH regenerierende System beatsdrei Komponenten, die erst kurz
vor Verwendung zusammengegeben wurden. Es wurdersgia: ein Teil 23 mM NADP
Losung in TRIS-Puffer, ein Teil Glucose-6-phospbathydrogenase (27,5 U/mL in TRIS-
Puffer) und zwei Teile 100 mM Glucose-6-phosphatur in TRIS-Puffer.

J.2.3.1.5 Assaydurchfiihrung

Der R Assay wurde in 2 mL Eppendorf ReagiergefaR3enhdyaftihrt. Jeder Testansatz

enthielt:

TRIS-Puffer 174,37 pL
[*H]-Androstendion 0,131 pL
26,3 Ci/mmol; 1 Ci/mL

Androstendion (495 uM in Methanol) 0,5uL
NADPH regenerierendes System 50 pL
Hemmstoffverdiinnung 25 puL
Homogenatverdinnung 250 pL

Kontrollen enthielten keine Hemmstoffverdinnungndern eine 1:2,5 Verdinnung des fur
die Herstellung der Hemmstoffstammlosungen verwtmdedsungsmittels in TRIS-Puffer.
Die Testansatze wurden im Wasserbad bei 37 °C farMiButen inkubiert. Die
Enzymreaktion wurde durch Zugabe von 750 puL EthHsgeatoppt. Im Anschluss daran
erfolgte die Extraktion der Steroide durch 10-miges Schatteln und 210-mindtiges
Zentrifugieren bei 6.500 g. Die Wasserphase wundd=thanol-/Trockeneisbad eingefroren,
wodurch die noch flussige, steroidhaltige Etherphbscht in ein frisches Reagiergefald
Uberfuhrt werden konnte. Nach Abdampfen des Lésuitgds und Aufnahme der Steroide in
40 uL Methanol erfolgte die HPLC Analyse.

J.2.3.2 Tests auf Hemmung von CYP17Al

J.2.3.2.1 Herstellung von CYP17A1 Enzymhomogenat

Co-expression von humanem CYP17A1 Enzym mit NADRB&@PReduktase aus der Ratte
in Escherichia colund die Aufbereitung der Membranfraktionen wurdemBlutschenreuter
et al.[65] durchgeflhrt.
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J.2.3.2.2 Hemmstoffstammlésungen und Hemmstoffverd nnungen

Von den zu testenden Hemmstoffen wurden zunéchasnrSlosungen in DMSO analog
Abschnitt J.2.3.1.1 hergestellt.

Die Verdinnung der Hemmstoffstammlosungen auf dm iAssay gewinschte
Hemmstoffkonzentration erfolgte mit DMSO. Unter Wendung von Verdinnungsschritten,
die ublicherweise zwischen 1:2,5 und 1:10 lagenrde/uso eine Hemmstoffverdinnung
hergestellt, die 50-fach hdher konzentriert war gs Assay gewilnscht. Die weitere
Verdinnung auf die gewilnschte Endkonzentration iest Terfolgte durch die Ubrigen
Komponenten des Testansatzes (siehe auch Abschi@tg2.5J.2.3.2.6).

J.2.3.2.3 Homogenatverdinnung

Das, wie in Abschnitt J.2.3.2.1 beschrieben, geveor Enzymhomogenat wurde mit CYP17-
Puffer verdunnt. Zur Bestimmung eines passendendifgrungsfaktors wurde ein
Aktivitatstest ohne Hemmstoffzugabe analog zu derAbschnitt J.2.3.2.5 bzw. J.2.3.2.6
beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Dazu wurderrschieden konzentrierte
Homogenatverdinnungen hergestellt. Zur Verwendungm iAssay wurde eine

Homogenatverdiinnung gewahlt, die einen Substratizrusa etwa 15-25 % gewahrleistete.

J.2.3.2.4 NADPH regenerierendes System

Das verwendete NADPH regenerierende System beatadrei Komponenten, die erst kurz
vor Verwendung zusammengegeben wurden. Es wurdensga: ein Teil 23 mM NADP
Losung in CYP17-Puffer, ein Teil Glucose-6-phosplixhydrogenase (27,5 U/mL in
CYP17-Puffer) und zwei Teile 100 mM Glucose-6-phagp_6sung in CYP17-Puffer.

J.2.3.2.5 17a-Hydroxylase Assaydurchfiihrung

Die Bestimmung der #Hydroxylaseaktivitat bzw. -hemmung erfolgte metélessung der
Umwandlung von RPin 170H-R durch CYP17A1. Ein Ansatz aus 140 uL CYP17-Puffer,
50 uL NADPH regenerierendem System, 5 pL Subssatlg (25 pM H]-Ps) und 5 pL
Hemmstofflosung in DMSO (Kontrollen enthielten dgteichen Menge DMSO ohne
Hemmstoff) wurde 5 Minuten bei 37°C vorinkubiertieDEnzymreaktion wurde durch
Zugabe von 50 pL Enzymhomogenat gestartet. NaahiBQtiger Inkubation bei 37°C wurde
die Reaktion durch Zugabe von 50 pL 1 N HCl gestofpurch Zugabe von 1000 pL
Ethylacetat und 10-mindtiges, heftiges Schuttelnrden die Steroide extrahiert. Nach
Zentrifugation (5 min bei 15.000 g) wurden 900 pér a@brganischen Phase in ein frisches
Roéhrchen mit 250 uL CYP17-Puffer und 50 uL 1 N H®lerfihrt. Der Schuttel- und der
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Zentrifugationsschritt wurden noch ein weiteres M@ beschrieben wiederholt. 800 pL der
Ethylacetatlosung wurden in einem frischen Réhrcbisnzur Trockne eingedampft und in
40 pL Acetonitril/Wasser Mischung (1+1) zur HPLCayse aufgenommen.

J.2.3.2.6 Cj70-Lyase Assaydurchfiihrung

Die Bestimmung der {.olLyaseaktivitat bzw. -hemmung erfolgte mittels Mesg der
Umsetzung von 170HsPAn DHEA durch CYP17A1. Das Substrat wurde in einersten
Inkubationsschritt von CYP17A1 sellst situ aus B generiert. Der Assay wurde wie folgt
durchgefuhrt:

Ein Ansatz aus 140 pL CYP17-Puffer, 50 uL NADPHemgrierendem System und 5 pL
Substratlésung (25 pMH]-Ps) wurde 5 Minuten bei 37°C vorinkubiert. Die Enzyaktion
wurde durch Zugabe von 50 uL Enzymhomogenat gestasach 10-mindtiger Inkubation
bei 37°C wurden 98 uL der Reaktionsmischung mituRP51 N HCI gemischt, um die
enzymatische Reaktion abzustoppen (,Testlosung Witere 98 uL Reaktionsmischung
wurden in einem frischen Rohrchen mit 2 uL Hemnikisfing in DMSO (Kontrollen
enthielten die gleichen Menge DMSO ohne Hemmstgéinischt. Diese Mischung wurde
weitere 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Reaktwarde im Anschluss durch Zugabe von
25 puL 1 N HCI gestoppt (,Testlosung B*). Durch Zbgavon 500 pL Ethylacetat und 10-
minutiges, heftiges Schuitteln wurden die Steroxteadiert. Nach Zentrifugation (5 min bei
15.000 g) wurden 470 pL der organischen Phasanifrisches Rohrchen mit 125 uL CYP17-
Puffer und 25 uL 1 N HCI Uberfihrt. Der Schittehduder Zentrifugationsschritt wurden
noch ein weiteres Mal wie beschrieben wiederhd© 4L der Ethylacetatlosung wurden in
einem frischen Ro6hrchen bis zur Trockne eingedampfi in 40 puL Acetonitril/Wasser
Mischung (3+2) zur HPLC Analyse aufgenommen.

Die Auswertung der Enzymaktivitat bzw. -hemmunglgte anhand des Verhéltnisses des

DHEA Umsatzes in den Testlésungen A und B.
J.2.3.3 Inkubation mit S9 Fraktion aus humaner Lebe r

J.2.3.3.1 NADPH regenerierendes System

Das fur die Versuche mit S9 Fraktion verwendete RADregenerierende System bestand
aus drei Komponenten, die erst kurz vor Verwendzugpammengegeben wurden. Es wurden
gemischt: ein Teil 40 mM NADP Ldsung in KP-Puffdd 7,4, ein Teil Glucose-6-phosphat
Dehydrogenase (200 U/mL in KP-Puffer pH 7,4) uneéizWieile 100 mM Glucose-6-phosphat
Losung in KP-Puffer pH 7,4.
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Material und Methoden

J.2.3.3.2 Assaydurchfiihrung

Der Assay wurde in 1,5 mL Eppendorf Reagiergefaenchgefiihrt. Testansatze, in denen

Phase | und Phase |l Reaktionen betrachten solitghielten:

KP-Puffer 20 pL
PAPS (0,5 mM) 20 pL
NADPH regenerierendes System 20 pL
Magnesiumchlorid-Lésung (50 mM) 20 pL
S9 Fraktion (10 mg/mL in KP-Puffer) 10 pL

Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 10 puL Sabésung (12,5 uM) gestartet. Die
Proben wurden bei 37 °C im Wasserbad inkubierttanséitze, die ausschlie3lich Phase |
Reaktionen betrachten sollten, enthielten kein PARStansatze, die ausschliel3lich Phase II
Reaktionen betrachten sollten, enthielten kein NAD®Bgenerierendes System. Statt dieser
Co-Faktoren wurde 20 pL KP-Puffer zugegeben.

Die Reaktion wurde nach den vorher festgelegterubakonszeiten durch Zugabe von
200 pL kaltem Acetonitril und heftigem Schuttelnspppt. Nach 10-minttigem Schutteln
und anschlieBender 5-miniitiger Zentrifugation b&000 g wurden 200 pL Uberstand
entnommen und in einem frischen Reagiergefal3 eamgpft. Nach Aufnahme in 40 pL
Acetonitril-Wasser-Gemisch (45+55) wurde die HPL@altik mit der HPLC Methode fur
SH-SY5Y Experimente durchgefihrt.
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