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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Biotransformation

Die Biotransformation stellt in allen Lebensformen einen fundamentalen Prozess dar und beschreibt die
strukturelle Veranderung von unterschiedlichsten Substanzen durch die Einwirkung diverser Enzyme.
Im humanen Organismus kann es sich bei diesen Substanzen um koérpereigene, Endobiotika, oder
korperfremde, Xenobiotika, handeln. Als korpereigene Strukturen sind z. B. die durch den Abbau der
roten Blutkdrperchen anfallenden Stoffe Hdmoglobin und Bilirubin sowie kérpereigene Steroidhormone
zu nennen (Heinrich et al., 2014). Im Hinblick auf eine Pharmakotherapie sind Arzneistoffe als
Xenobiotika von besonderer Bedeutung. Zudem kdénnen viele exogen zugefiihrte Toxine einer
Biotransformation unterliegen und somit entgiftet werden. Dabei spielt sowohl die Detoxifizierung und
Eliminierung von Toxinen und Wirkstoffen durch die Biotransformation als auch die Aktivierung eine
entscheidende Rolle. Es ist auch moglich, dass die Biotransformation zu einer Giftung fiihrt und somit
die Toxizitat einer Ausgangsverbindung steigert (Freissmuth et al., 2016).

In den meisten Féllen wird durch die Biotransformation die Hydrophilie der Substanzen erhoht und
somit ihre Ausscheidung beginstigt. Die Ausscheidung aus dem Korper kann auf unterschiedlichen
Wegen, z. B. uber die Ausatemluft, den Schweil3, den Harn oder tber den Fézes stattfinden, wobei die
letzteren beiden die grofiten Exkretionswege darstellen. Kleine hydrophile Molekdile kdnnen den Korper
leicht Giber den Harn verlassen, wobei lipophile Molekdle zu einer Anreicherung im Organismus neigen.
Besonders in der Leber findet die Biotransformation lipophiler Molekiile statt und anschlieRend kénnen
diese Uber die Galle ausgeschieden werden (Mutschler et al., 2008).

Die Biotransformationsreaktionen lassen sich in zwei Phasen einteilen. Die Phase | wird vor allem durch
Oxidationen, Hydrolysen und Reduktionen bestimmt, wahrend in der Phase Il hauptsachlich
Konjugationsreaktionen ablaufen. Durch den Einbau von funktionellen Gruppen (z. B. einer
Hydroxylgruppe) in Phase | wird das Substrat haufig erst einer Phase 11-Reaktion zugédnglich gemacht.
Verfligt das Substrat bereits iber funktionelle Gruppen, die eine Kopplungsreaktion erméglichen, kann
auch eine Phase Il-Reaktion ohne vorausgehende Phase I-Reaktion ablaufen. Zudem schlief3t sich nicht
zwingend eine Phase Il-Reaktion an eine Phase I-Reaktion an. In einem Review von Dd&ring und
Petzinger wird auf den Phase 0- und Phase IlI-Transport, der nicht als Metabolismus im Sinne einer
chemischen Veranderung zu verstehen ist, eingegangen. Hierbei handelt es sich um die
Transportmechanismen, die fur den Import (Phase 0) der Substrate in und den Export (Phase I11) aus der
Zelle verantwortlich sind und somit flr die Biotransformation von essentieller Bedeutung sind. Denn
nur ein ausreichender Transport der Substrate und Produkte Uber die Zellmembranen in das Zellinnere

und -auBere stellt ein funktionierendes System her und fiihrt zu einer ausreichenden Zuganglichkeit an
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Substraten. So kommt es zu keiner Akkumulation an Produkten in der Zelle (Doring und Petzinger,
2014).

Die folgende Abb. 1.1 gibt einen schematischen Uberblick tiber die Biotransformation im Menschen:

— — = Konjugation

r Exkretlon ﬂ
/ ) / 3
|' |

' L/ \ /

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Biotransformation von Xenobiotika im humanen Organismus
(nach Dancygier, 2010).

Auch wenn sich die Xenobiotika bzw. deren Metabolite bereits im Harn oder dem Fézes befinden, kann
es zu einer erneuten Aufnahme kommen, sodass man von einer Reabsorption, der wiederholten
Absorption, spricht (Schmidt et al., 2017). Zum Teil wird dieser Prozess von im Darm befindlichen
Bakterien beguinstigt, die z. B. Gber B-Glucuronidasen verfugen. Diese spalten Glucuronséure von einer
Verbindung ab und reduzieren somit ihre Hydrophilie, was eine erneute Aufnahme erleichtert. Dieses
Phédnomen kann zu erhéhten Plasmahalbwertszeiten von bestimmten Arzneistoffen beitragen (Roberts
et al., 2002).

Absorbierte Arzneistoffe verlassen den Kérper nur etwa zu 25 % in ihrer urspriinglichen Form, die
restlichen 75 % unterliegen dem Arzneistoffmetabolismus im Koérper (Abb. 1.2). Die hierfir
verantwortlichen Enzyme kommen vor allem aus der Familie der Cytochrom P450 (CYP)-Enzyme,
jedoch findet man ebenfalls eine Reihe weiterer wichtiger Enzymklassen, die fiir Metabolismusprozesse
verantwortlich sind. Auffallig hierbei ist, dass die Reduktion von Arzneistoffen kaum Beachtung findet,
da sie nur einen kleinen, aber dennoch wichtigen Anteil an der Gesamtheit ausmacht (Williams et al.,
2004).



Einleitung 3

O cyp
[ Metabolismus B UGT
[l Hamn [0 Esterasen
[ Galle [ FMO

Il NAT

O MAO

Abb. 1.2: Ausscheidungsweg und Verteilung der am Metabolismus beteiligten Enzyme (nach Williams et
al., 2004).

Die Daten entstammen einer Studie zu den 200 meistverschriebenen Medikamenten in den USA im Jahre 2002.
(A) Etwa 75 % der Clearance wird durch Metabolismus erreicht. Der restliche unverénderte Teil wird Uber den
Harn und zu einem kleinen Teil Uber die Galle ausgeschieden. (B) Fiir den Metabolismus sind in erster Linie zu
circa 75 % Cytochrom P450 Enzyme (CYP) verantwortlich. Der Rest wird von unterschiedlichen Enzymen
katalysiert: UDP-Glucuronosyltransferasen (UGT), Flavinhaltige Monooxygenasen (FMO), N-Acetyltransferasen
(NAT), Monoaminoxidasen (MAO).

1.2 CYP-Enzyme

Die CYP-Enzyme gehdren zu den Monooxygenasen und sind fiir eine Vielzahl von Oxidationen der
Xenobiotika im humanen Korper verantwortlich. Insbesondere die Leber verfugt tber eine hohe
Konzentration von diversen CYP-Enzymen (Sadler et al., 2016). Diese sind vorwiegend in der Membran
des endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, wenngleich sie auch in den Mitochondrien und der
Zelloberflache gefunden werden kénnen (Neve und Ingelman-Sundberg, 2010). Insgesamt sind 57
putativ funktionelle Gene und 88 Pseudogene fiir CYP-Enzyme im Menschen beschrieben (Nelson et
al., 2004). Jedoch sind fiir den Arzneistoff- und Xenobiotikametabolismus nur rund ein Dutzend davon
verantwortlich, die zu den CYP-Familien 1-3 gehoren (Abb. 1.3) (Zanger und Schwab, 2013).
Allgemein verfigen CYP-Enzyme (ber eine sehr breite Substratspezifitat, wie es fur Fremdstoff-

metabolisierende Enzyme typisch ist.

CYP-Enzyme sind bereits seit mehreren Jahrzehnten Gegenstand der Forschung, da sie auf der einen
Seite eine sehr grofle physiologische Relevanz besitzen und auf der anderen Seite die Aktivitat der
Enzyme einer Vielzahl von unterschiedlichen Einflussen unterliegen (Abb. 1.3). Besonders
hervorzuheben ist hier der Polymorphismus von diversen CYP-Enzymen, der dazu fuhrt, dass sowohl
zwischen als auch innerhalb von Bevdlkerungsgruppen starke Aktivitatsschwankungen auftreten
konnen. Zudem sind viele Isoenzyme induzierbar, z. B. durch Arzneistoffe oder bestimmte
Lebensmittel, was zu einer gesteigerten Aktivitat fuhrt. Die Aktivitat kann jedoch auch durch Inhibitoren

oder Entziindungen gehemmt werden (Zanger und Schwab, 2013).
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CYP2A6 (3,4 %) CYPIA2 (8,9 %)
o * Induzierb
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« Entziindung (|) . i
« (Geschlecht?) . Eﬁgﬁ‘éﬁﬂ:‘?ﬁus W

Abb. 1.3: Anteile der CYP-Isoformen, die an der Umsetzung von klinisch benutzten Arzneistoffen beteiligt
sind sowie die Faktoren, die hauptséachlich die Variabilitat der Aktivitat beeinflussen (nach Zanger und
Schwab, 2013).

Als Grundlage der Untersuchung dienten 248 Arzneimittelstoffwechselwege, bei denen eine CYP-Beteiligung
bekannt war. Es wurde jeweils nur die Isoform gezéhlt, die fir die untersuchte Reaktion hauptverantwortlich war.
Besonders relevante Faktoren sind fett gekennzeichnet. Die Pfeile indizieren eine erhdhte (1) bzw. erniedrigte (|)
Aktivitat. Faktoren in Klammern sind von kontroverser Bedeutung.

1.3 Préklinische Untersuchungen

Die Entwicklung eines Arzneistoffes ist ein langer und kostenintensiver Prozess. Aktuellere
Berechnungen gehen davon aus, dass die Kosten fir die Entwicklung eines einzelnen Arzneistoffes rund
1,4 Milliarden USD betragen. Beachtet man zudem die lange Entwicklungszeit und legt einen realen
Diskontierungssatz von 10,5 % zugrunde, ergeben sich Kosten von rund 2,6 Milliarden USD pro
zugelassenem Arzneimittel (DiMasi et al., 2016). Die Tendenz ist steigend, da u. a. die Erfolgsraten,
dass ein Arzneimittel eine Marktzulassung erhalt, abnehmen. Diese liegen fur den Bereich vom Anfang
der klinischen Studien bis zur Marktzulassung bei lediglich 12 %. Urséchlich fur den Riickgang kdnnten
schérfere Anforderungen bzgl. der Zulassungsstudien durch die Arzneimittelbehérden wie FDA und
EMA sein. Zudem hat die Entwicklungszeit vom Anfang der klinischen Studien bis zur Marktzulassung
im Vergleich zu einer vorangegangen Studie (DiMasi et al., 2003) um 6,5 Monate auf 96,8 Monate

zugenommen (DiMasi et al., 2016).

Préklinische Untersuchungen dienen dem Ubergeordneten Ziel, die Wirksamkeit und Unbedenklichkeit
eines Arzneistoffkandidaten vorherzusagen (Polson und Fuji, 2012). Sie werden genutzt, um den
Outcome der kostenintensiveren klinischen Studien abzuschatzen (Zhang et al., 2012). Sie haben im
Vergleich zu den klinischen Studien zwar einen deutlich kleineren direkten finanziellen Aufwand,
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verursachen aber aufgrund ihres langen Forschungszeitraumes bis zur Marktzulassung relativ hohe reale
Kosten, wenn man den Diskontierungssatz berlcksichtigt (DiMasi et al., 2016). Dies fiihrt dazu, dass
den praklinischen Untersuchungen eine enorme Bedeutung zukommt, sowohl um unerwiinschte
Wirkungen zu vermeiden, als auch um Kosten zu senken. Ein wichtiger Aspekt der praklinischen

Untersuchungen ist die Biotransformation (Zhang und Tang, 2018).

Innerhalb der préklinischen Phase werden unterschiedliche Modelle zur Aufklarung des Metabolismus
eines Arzneistoffes genutzt. Angefangen bei in vitro-Untersuchungen zu einzelnen Proteinen, um
detaillierte Informationen tiber den Mechanismus zu erhalten, ndhern sich die Modelle immer mehr dem
menschlichen Organismus an und gewinnen somit zunehmend an Aussagekraft (Zhang et al., 2012).
Jedoch kann kein Modell alleine eine reale Aussage treffen. Dies hat zur Folge, dass nur eine Vielzahl
an Untersuchungen eine maglichst genaue Vorhersage generieren und zum Verstandnis beitragen kann.
Je ndher man am Patienten arbeitet, desto hoher ist zwar die klinische Relevanz, jedoch nimmt meistens
die Erkenntnis tber den Mechanismus ab. Betrachtet man hingegen einzelne Gene/Proteine, fiihrt dies
zur Erlangung des Wissens Uber den Mechanismus, eine Abschatzung auf die Situation in vivo wird

jedoch nur schwer moglich (Abb. 1.4).

» Patienten
Klinische * Probanden
Relevanz

Klinik

* Tiere
* Gewebe/Zellen
* Subzelluléare Fraktionen Praklinik

Mechanismus + Gene/Proteine

Abb. 1.4: Ubersicht der unterschiedlichen pharmakokinetischen Modelle und deren Aussagekraft (nach
Zhang et al., 2012).

Allgemein nimmt mit steigender Relevanz fur die Vorhersagekraft des Outcomes der klinischen Studien das
Verstédndnis des Mechanismus ab. Auch umgekehrt ist dieses Phdnomen zu verzeichnen.

Als Goldstandard in praklinischen Studien dienen hdufig Inkubationen mit humanen Hepatozyten
(Zeilinger et al., 2016). Diese sind kommerziell erhaltlich, aber sehr kostenintensiv und ein
Hochdurchsatz-Screening vieler Wirkstoffe dementsprechend schwer realisierbar. Der grof3e Vorteil
von humanen Hepatozyten ist, dass sowohl Phase I- als auch Phase Il-Reaktionen analysiert werden
konnen. Somit steigt die Ubertragbarkeit auf die in vivo-Situation. Da, wie unter Kap. 1.1 beschrieben,
circa 75 % der Reaktionen von CYP-Enzymen katalysiert werden, finden zudem hdufig mikrosomale
subzellulare Fraktionen Anwendung fir ein Screening auf metabolische Stabilitat. Die Vorteile
gegeniiber den Hepatozyten sind die einfache Handhabung und die gute Vergleichbarkeit der

Ergebnisse. Jedoch kdnnen kaum Phase 11-Metaboliten detektiert werden, die z. B. durch cytosolische
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Enzyme katalysiert werden. Beispielhaft sind hier die N-Acetyltransferasen und die Sulfotransferasen

zu nennen (Richardson et al., 2016).

Dieser Umstand kann umgangen werden, indem der 9000 g Uberstand (S9-Fraktion) von
Leberhomogenaten verwendet wird. Zudem mussen alle wichtigen Cofaktoren den Inkubationen
zugesetzt werden. Die S9-Fraktion enthalt neben den Mikrosomen auch die cytosolische Fraktion. Dies
flihrt dazu, dass ein sehr grofRer Teil an potenziellen metabolisierenden Enzymen ber(cksichtigt wird.
Zur Herstellung der S9-Fraktion wird die Leber zunachst homogenisiert und die Zellkerne sowie die
Zelltrimmer bei circa 1000 g abgetrennt. Durch die anschlieRende Zentrifugation bei 9000 g werden die
Lysosomen und Mitochondrien weitestgehend entfernt. Der Uberstand bildet die S9-Fraktion
(Richardson et al., 2016). Dementsprechend werden die mitochondrialen Fraktionen standardmaRig

nicht flr die Untersuchungen zur metabolischen Stabilitat verwendet.
1.4 Reduktionen im Phase I-Metabolismus

Reduktionen finden im Vergleich zu Oxidationen und Hydrolysen in der Phase | der Biotransformation
deutlich seltener statt. Dieser Umstand fihrt dazu, dass nur wenige Forschungsgruppen sich mit dieser
Thematik beschaftigen und die Informationslage sehr gering ausféllt. Reduktionen beobachtet man vor
allem an C- und N-Atomen. Die Reduktion von Carbonylverbindungen zu den korrespondierenden
Alkoholen kann durch Alkoholdehydrogenasen und Aldo-Keto-Reduktasen katalysiert werden. Zudem
kénnen Azoverbindungen z. B. durch die NADPH-Cytochrom-P-450-Reduktase zu primaren Aminen
reduziert werden (Mutschler et al., 2008). Die humane Aldehydoxidase ist fahig, eine Reihe von
aromatischen Nitroverbindungen, u. a. Nitrazepam und Flunitrazepam, zu reduzieren (Ogiso et al.,
2018). AuRerdem kann die Xanthinoxidoreduktase eine Reduktion von Nitroverbindungen katalysieren
(Ueda et al., 2005).

Insbesondere unter anaeroben Bedingungen konnte die Reduktion wvon aromatischen und
heterocyclischen aromatischen N-Hydroxylaminen durch CYP 2S1 nachgewiesen werden (Wang und
Guengerich, 2013). Diese aromatischen N-Hydroxylamine konnen u. a. durch CYP1Al und 1A2
entstehen und zu Schadigungen der DNA Uber eine Reaktion mit der Base Guanin fiihren (Guengerich,
2002). Die Reduktion von endogenem Nitrit zu NO ist fur eine Vielzahl von Metalloenzymen
beschrieben, wobei die Molybdoenzyme eine besondere Rolle einnehmen, da mehrere Enzyme dieser
Gruppe fahig scheinen, Nitrit zu NO zu reduzieren (Maia und Moura, 2018). Fir weitere N-oxygenierte
Strukturklassen wie Oxime (Tatsumi und Ishigai, 1987), N-Oxide (Wang et al., 2005) und einem
N-Hydroxyguanidin (Clement et al., 1996) wurde ebenfalls eine Reduktion beschrieben.
Dementsprechend sind N-O-Bindungen fir eine Reduktion deutlich empfanglicher als andere
Bindungsarten. Zu beachten ist jedoch, dass viele der aufgefiihrten Untersuchungen unter hypoxischen

oder anaeroben Bedingungen durchgefuhrt worden sind. Da im menschlichen Organismus nur in
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Ausnahmezustanden hypoxische Zusténde vorherrschen, ist die Aussagekraft dieser Ergebnisse in Frage

zu stellen.
1.5 Reduktion von Hydroxamsauren

Hydroxamsduren gehoéren ebenfalls zu den N-oxygenierten Strukturen und unterliegen einer Reduktion
zu den korrespondierenden Amiden (Lowenthal, 1954). Bei Hydroxams&uren handelt es sich um formal
N-hydroxylierte Amide. Diese lassen sich allgemein durch die Reaktion von Carbonsdaurehalogeniden,
Carbonséureanhydriden und Carbonsaureestern mit Hydroxylamin darstellen. Im Gegensatz zu den
Amiden besitzen Hydroxamsauren jedoch schwach saure Eigenschaften (pKs-Werte um 9) (Bauer und
Exner, 1974). Somit sind diese deutlich saurer als Amide. Eine Deprotonierung kann am Stickstoff-
sowie am Sauerstoffatom stattfinden, wobei die Deprotonierung am Stickstoff meist bevorzugt ist. Der
erhdhte Sdurecharakter kann im Vergleich zum Amid durch den destabilisierenden induktiven Effekt
der Hydroxylgruppe erklart werden (Bohm und Exner, 2003). Das Stickstoff Anion 2a ist Uber die
mesomere Grenzform 2b stabilisiert. Unter physiologischen Bedingungen, bei einem neutralen pH-Wert
von circa 7, liegt die protonierte Form ungefahr im hundertfachen Uberschuss gegeniiber dem Anion

vor. Folgende Abb. 1.5 zeigt die mdglichen Deprotonierungen am Stickstoff und Sauerstoff:

0)

o
)J\I:I/OH -~ )\\N/OH + H3O+
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Abb. 1.5: Deprotonierungsschema von Hydroxamsauren (nach Béhm und Exner, 2003).

Die Hydroxamsdurefunktion ist als Pharmakophor von hoher Bedeutung, da sie fahig ist,
unterschiedliche Metallionen zu komplexieren (Liu et al., 1975). Haufig wird sie eingesetzt, um Zink
zu chelatieren und somit die Aktivitdt bestimmter Enzyme zu reduzieren. Hydroxams&uren werden u. a.
bei antibiotischen Therapien (Barb et al., 2007; Halouska et al., 2014), bei entzlindlichen Erkrankungen
(Brogden et al., 1975; Dalvie et al., 2008; Verma, 2012), als Zytostatika (Dokmanovic et al., 2007,
Zhang und Zhong, 2014), zur Behandlung einer Hamochromatose (Mobarra et al., 2016) und bei
Nagelmykosen (Gupta et al., 2000) eingesetzt. Zudem befinden sich neue Hydroxamséuren in der
Entwicklung gegen unterschiedliche Malariaerreger, in denen sie ebenfalls spezifische
Metalloproteinasen hemmen sollen (Vinh et al., 2019). Diese Vielzahl an Indikationen unterstreicht die

immense pharmazeutische Relevanz dieses wichtigen Pharmakophors.
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Allerdings unterliegt insbesondere die Hydroxamsaurefunktion im menschlichen Organismus Phase I-
und I1-Reaktionen. So werden in der Literatur die Hydrolysereaktion der Hydroxamséaurefunktion zur
Carbonsaure (Liu et al., 2014), die Glucuronidierung und Sulfatierung der Hydroxylgruppe (Mulder und
Meerman, 1983) und die Reduktion zum Amid beschrieben (Lowenthal, 1954). Lowenthal konnte in
vitro nachweisen, dass Salicylhydroxamsaure in einer Inkubation mit einem Rattenleberextrakt zu

Salicylamid reduziert wird, wie die folgende Abb. 1.6 zeigt:

0O 0

_OH
N Rattenleberextrakt NH,
H e
OH OH
Salicylhydroxamsdure Salicylamid

Abb. 1.6: Reduktion von Salicylhydroxamséure durch Rattenleberextrakt (nach Lowenthal, 1954).

Weitere Untersuchungen im Jahre 1961 von Hirsch und Kaplan konnten eine Reduktion von
Nicotinhydroxamsaure, N*-Methylnicotinhydroxamsaure und dem Nicotinhydroxamsaureanalogon von
NADH durch Mauselebermitochondrien nachweisen (Hirsch und Kaplan, 1961). Durch
unterschiedliche Ansatze konnte gezeigt werden, dass NADH eine groe Bedeutung in der Katalyse
einnimmt und die ibrige Struktur des Molekdils einen Einfluss auf die Reduktionsrate hat. Die Reduktion
von N-Hydroxyacetylaminofluoren, einem stark wirksamen Karzinogen, welches eine
Hydroxamsdurefunktion enthalt, wird hingegen von einem cytosolischen Enzym katalysiert (Kitamura
und Tatsumi, 1985). Belinostat, ein Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitor, wird in humanem Plasma
zu unterschiedlichen Metaboliten verstoffwechselt, u. a. findet die Reduktion zum Amid statt (Kiesel et
al., 2013). Dies belegt somit die hohe physiologische Relevanz dieser Reduktion.

1.6 Eukaryotische Molybdoenzyme

Molybdén ist ein Ubergangsmetall in der fiinften Periode und sechsten Gruppe des Periodensystems und
wurde im Jahre 1778 von dem schwedischen Chemiker Karl Scheele entdeckt (Novotny und Peterson,
2018). Molybdéanhaltige Enzyme sind am Stickstoff-, Kohlenstoff- und Schwefelmetabolismus beteiligt
(Hille, 1996). Molybdan gehort zu den Spurenelementen flir den Menschen. Die deutsche Gesellschaft
fir Erndhrung empfiehlt die Einnahme von 50 — 100 pug Molybdan pro Tag fir Erwachsene und
Jugendliche ab 10 Jahren (Deutsche Gesellschaft fiir Ernahrung, 2019). Bioverfigbar ist Molybdan nur
als Molybdatanion MoO.*. Es wurde bisher nur ein klinischer Fall fiir eine Unterversorgung von
Molybdan durch mangelhafte Erndhrung im Menschen beschrieben. Hierbei kam es unter einer
parenteralen Erndhrung eines Morbus Crohn Patienten nach mehreren Monaten im Jahre 1981 zu
Beschwerden wie Tachykardie, Tachypnoe und Sehstérungen, die durch die Gabe von 300 pg

Ammoniummolybdat pro Tag behoben werden konnten (Abumrad et al., 1981). Zudem wies der Patient
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Storungen im Schwefel und Harnsduremetabolismus auf, was vermutlich auf die mangelhafte Funktion

der Sulfitoxidase und der Xanthinoxidoreduktase zurtickzufiihren ist.

Eine sehr schwerwiegende Erkrankung im Zusammenhang mit Molybdan ist die Molybdén-Cofaktor
(Moco)-Defizienz. In allen eukaryotischen molybdanhaltigen Enzymen liegt das Molybdan nicht frei
vor, sondern ist in diesem besonderen Cofaktor komplexiert. Die Moco-Defizienz ist eine sehr seltene
autosomal rezessive Erbkrankheit, die direkt nach der Geburt zu neurologischen Komplikationen fiihren
kann (Durmaz und Ozbakir, 2018). Sie kommt durch Defekte in den Genen MOCS1, MOCS2 und GEPH
zustande (Abb. 1.7) und auBert sich in Krampfen des Neugeborenen sowie Stillproblemen und
neurologischen Defiziten. Zur Diagnose kénnen unterschiedliche Laborparameter wie Sulfit-, Xanthin
und Harnsaurespiegel oder die Magnetresonanztomographie dienen. Letztere zeigt Veranderungen im
Gehirn auf. Unbehandelt flihrt die Moco-Defizienz hdufig zum raschen Tod des Neugeborenen.
Urséchlich ist die mangelhafte Synthese des Mocos und somit die Fehlfunktion aller Molybdoenzyme

im menschlichen Organismus.
1.6.1 Molybdancofaktor

Der Moco besteht aus einem einzigartigen Pyranopterinringsystem, das lber eine Dithiolengruppe das
Molybdan komplexiert (Abb. 1.7). Der Moco ist ein wichtiger, universeller Bestandteil von allen
molybdanhaltigen Enzymen. Eine Ausnahme bildet lediglich die bakterielle Nitrogenase, bei der das
Molybdan ber einen Fe-S-Cluster komplexiert vorliegt (Mendel, 2013). Trotz seines hohen
Stellenwertes ist Molybdan nicht fur alle Lebewesen essentiell. Die Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae ist z. B. eine Ausnahme, da sie weder Enzyme der Biosynthese des Cofaktors, noch
molybdanhaltige Enzyme enthélt. In Prokaryoten kann das Molybddn auch (ber zwei
Pyranopterinringsysteme koordiniert sein, wie es fiir Vertreter der DMSO-Reduktase-Familie typisch
ist. Zur Synthese dieser Form schlief3t sich nach dem Einbau des Molybdéns in den Cofaktor ein weiterer
Schritt an, katalysiert durch die Enzyme MobA und MobB. Als Produkt resultiert Mo-bis-Pyranopterin-
Guanin-Dinukleotid (Magalon und Mendel, 2015).

Der in der Abb. 1.7 dargestellte Moco kann Uber ein Cysteinrest kovalent an das Enzym gebunden
werden. Eine solche Koordination des Molybdéns im Enzym ist ein Merkmal fir Anh&nger der
Sulfitoxidasefamilie. Durch spezielle Mocosulfurasen kann es zur Umwandlung in die sulfurierte Form
kommen, was typisch fur Vertreter der Xanthinoxidasefamilie ist. Diese binden den Cofaktor nicht
kovalent in ihrem aktiven Zentrum, sondern ber eine starke koordinative Bindung, so dass es sich um
eine prosthetische Gruppe handelt. Der aus historischen Griinden verwendete Begriff ,,Cofaktor* ist

unzutreffend.
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Abb. 1.7: Biosynthese des humanen Molybdancofaktors (nach Mendel, 2013).

Die Zyklisierung von Guanosintriphopshat (GTP) zu zyklischem Pyranopterinmonophosphat (cPMP) katalysiert
durch MOCS1A und MOCSI1B findet in den Mitochondrien statt. Alle weiteren Schritte laufen im Zytosol ab.
Durch die Ausbildung der Dithiolengruppen durch MOCS2A, MOCS2B und MOCS3 entsteht Molybdopterin
(MPT). Es kommt zur Bindung eines Kupferatoms (iber die Dithiolengruppe. AnschlieRend folgt die Adenylierung
durch Gephrin G (Geph-G) zum MPT-Adenosinmonophosphat (MPT-AMP) und der Einbau des Molybdéns zum

Moco.
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Abb. 1.8: Molybdancofaktor der Sulfitoxidasefamilie (A) und der Xanthinoxidasefamilie (B).

Vertreter der Sulfitoxidasefamilie verfligen (ber einen Moco, der Uber einen Cysteinrest mit dem Protein
verbunden ist. Der Moco in Enzymen der Xanthinoxidase wurde durch spezielle Mocosulfurasen sulfuriert und ist
in dieser Form katalytisch aktiv.

Im menschlichen Kdrper sind bis dato nur vier molybdanhaltige Enzyme beschrieben: die Sulfitoxidase,
die Xanthinoxidoreduktase, die Aldehydoxidase und mARC. Einige Pflanzen, Algen, Pilze und
Bakterien verfligen dariiber hinaus Uber die Nitratreduktase. Alle der finf Enzyme sind féhig

Redoxprozesse zu katalysieren (Mendel und Kruse, 2012).

SO N = Ham - Moco Dim mm C
mARC N = Moco mm C

Abb. 1.9: Doménen der eukaryotischen molybdénhaltigen Enzyme (nach Mendel und Kruse, 2012).

Die Xanthindehydrogenase (XDH) und die Aldehydoxidase (AO) verfugen jeweils tber 2 Eisen-Schwefel-Cluster
(Fe-S) sowie eine FAD- und eine Moco-bindende Démane. Zudem besitzen alle Enzyme bis auf mARC eine
Dimerisierungsdoméne (Dim). Die Nitratreduktase besitzt eine Ham-bindende Doméne (H&m), eine FAD-
bindende Doméne sowie eine Doméne fir NAD(P)H. Die Sulfitoxidase (SO) enthalt neben der Moco-bindenden
Doméne eine Hdm-bindende Domane. Pflanzliche SO enthélt keine Hadm-bindende Doméne. mARC stellt das
kleinste Molybdoenzym dar und verflgt lediglich tiber die Moco-bindende Domane.

1.6.2 Xanthinoxidoreduktase

Die Xanthinoxidoreduktase (EC 1.17.1.4) ist im menschlichen Organismus fir die Oxidation von
Hypoxanthin zu Xanthin und von Xanthin zu Harnsdure verantwortlich (Battelli et al., 2016). Die
eukaryotische Xanthinoxidoreduktase ist ein Homodimer mit einer Masse von circa 290 kDa. Fir den
Aufbau des Proteins siehe Abb. 1.9. Die Xanthinoxidoreduktase kann in zwei Formen vorliegen. Zum
einen als Dehydrogenase, wobei die freiwerdenden Elektronen final auf NAD* (ibertragen werden. Zum

anderen kann die Xanthindehydrogenase in S&ugetieren reversibel oder irreversibel in die
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Xanthinoxidase umgewandelt werden, welche die Elektronen final auf molekularen Sauerstoff

Ubertragt. Beide Formen kdnnen reaktive Sauerstoffspezies entstehen lassen (Mendel und Kruse, 2012).
1.6.3  Aldehydoxidase

Die Aldehydoxidase (EC 1.2.3.1) entstammt einer Genduplikation der Xanthindehydrogenase
(Rodriguez-Trelles et al., 2003). Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass sie Uber dieselben
Domanen in ihrer Struktur wie die Xanthindehydrogenase verfligt (Abb. 1.9) und das Dimer ein
ahnliches Molekulargewicht von circa 300 kDa besitzt (Garattini et al., 2009). Beide Enzyme sind im
Cytosol lokalisiert. Einer der gréRten Unterschiede zwischen den beiden Enzymen ist die Abwesenheit
einer NAD-bindenden Domane in der Aldehydoxidase-Struktur. Zudem ist das Substratspektrum der
Aldehydoxidase um ein vielfaches groRRer, wenn sogleich die physiologische Rolle noch immer nicht
geklart ist (Mota et al., 2019). S&ugetiere kdnnen bis zu vier Isoformen haben, wobei der Mensch nur
eine Aldehydoxidase (AOX1) besitzt. M&use und Ratten haben hingegen vier unterschiedliche
Isoenzyme. Neben der Oxidation von Aldehyden und unterschiedlichster N-aromatischer Heterozyklen
ist die Aldehydoxidase fahig, anaerob Reduktionen von Nitroverbindungen, N-S- und N-O-Bindungen,
Sulfoxiden, Azofarbstoffen, N-Oxiden und Nitrit sowie die Spaltung von Amiden zu katalysieren (Mota
et al., 2018). Dieses grofRe Substratspektrum fiihrt dazu, dass die Aldehydoxidase als ,,nicht CYP-

Enzym* an Relevanz fur Untersuchungen zum Metabolismus von Arzneistoffen gewinnt.
1.6.4  Nitratreduktase

Die Nitratreduktase (EC 1.7.1.1) ist in den meisten hoheren Pflanzen vertreten und fur die Assimilation
von Nitrat verantwortlich (Campbell, 1988). Hierbei tibernimmt sie den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt, indem sie Nitrat zu Nitrit reduziert. Nitrat ist fur Pflanzen die bedeutendste Stickstoffquelle und
somit von grofer Bedeutung. Die Nitratreduktase liegt als Homodimer mit einer Gesamtmasse von circa
200 kDa vor. Sie gehort zur Sulfitoxidasefamilie (Abb. 1.8). Hierfir verfligt sie tber unterschiedliche
Doménen (Abb. 1.9). Die Elektronen werden von dem NAD(P)H uber FAD und Cyb5 auf den Moco
tibertragen, an dem die Reduktion stattfindet. Auflerdem kann sie in einem geringeren Ausmag Nitrit zu

dem wichtigen Signalmolekdil Stickstoffmonoxid reduzieren (Mohn et al., 2019).
1.6.5 Sulfitoxidase

Die Sulfitoxidase (EC 1.8.3.1) ist fiir die Entgiftung von Sulfit zu Sulfat verantwortlich. Sulfit fallt u. a.
beim Abbau von schwefelhaltigen Aminosduren an. Dartiber hinaus kann sie, wie die anderen
Molybdoenzyme, unter bestimmten Bedingungen Nitrit zu Stickstoffmonoxid reduzieren. Die
Sulfitoxidase liegt als Homodimer mit einer Gesamtmasse von circa 110 kDa vor (Wang et al., 2015).
Die Sulfitoxidase ist im Intermembranraum der Mitochondrien lokalisiert. Dort (bertragt sie die

Elektronen auf Cytochrom C, die dann weiterhin in die Atmungskette eingeschleust werden kdnnen.
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Pflanzliche Sulfitoxidasen enthalten bis auf wenige Ausnahmen keine H&m-bindende Domaéne und
Ubertragen die Elektronen auf molekularen Sauerstoff (Mendel und Kruse, 2012). Ein isolierter Mangel
der Sulfitoxidaseaktivitat l&sst sich nur schwer von einer Molybdancofaktor-Defizienz Klinisch
unterscheiden und fuhrt zu massiven Schédigungen im Gehirn (Claerhout et al., 2018). Zur

Unterscheidung wird hdufig auf Harnsdure im Blut und auf Oxypurine im Blut oder Harn getestet.
16,6 mMARC

Die mitochondriale Amidoxim reduzierende Komponente wurde erstmals 2006 von Havemeyer aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Clement beschrieben (Havemeyer et al., 2006). Es war zu der Zeit bereits
bekannt, dass eine dritte Komponente neben Cyb5 und Cyb5R fur die Reduktion von N-O-Bindungen
verantwortlich scheint. Havemeyer konnte zeigen, dass die reduktive Aktivitat in der &uferen
mitochondrialen Membran angereichert ist und isolierte aus dieser nachfolgend ein circa 35 kDa grofies
Protein. Die Identitdt des Proteins wurde mittels Trypsinverdau und anschlielender
Massenspektrometrie ermittelt und ergab eine Ubereinstimmung mit einem bisher nur putativ
beschriebenen Protein, der sogenannten ,Moco Sulfurase C-terminalen Doméne” (MOSC2).
Namensgeber war aufgrund der hohen Sequenzéhnlichkeit die C-terminale Doméane der humanen
Mocosulfurase (HMCS) (Anantharaman und Aravind, 2002). Aufgrund seiner mitochondrialen
Lokalisation und der Fahigkeit Amidoxime zu reduzieren, wurde das isolierte Enzym zu diesem
Zeitpunkt in mARC umbenannt. mARC stellt das bisher kleinste eukaryotische Molybdoenzym dar.
Zusammen bilden mARC und HMCS die MOSC-Superfamilie. Es gibt zwei mMARC-Paraloge, mARC1
und mARC2, wobei beide Proteine hochkonserviert in allen bisher annotierten Sdugern vorkommen. Sie
verfiigen in ihrer Aminosauresequenz iiber 66 % ldentitat bzw. 80 % Ahnlichkeit und sind zudem in
einer Tandemorientierung auf Chromosom 1 lokalisiert (Wahl et al., 2010). Beide Formen verfugen
tber ein sehr grofRes und &hnliches Substratspektrum in Bezug auf N-oxygenierte Substrate. In Ratten
konnte mMARC2 zudem in der Membran von Peroxisomen detektiert werden (Islinger et al., 2007; Wiese
et al., 2007).

Die physiologische Rolle von mARC ist derzeit noch nicht ausreichend belegt, jedoch scheint mARC
einen Einfluss auf den Energiestoffwechsel zu haben (Jakobs, 2014; Teslovich et al., 2010; Neve et al.,
2012; Page et al., 1997; Malik et al., 2007). Ein mARC2-Knockout fiihrt in Mé&usen im Vergleich zum
Wildtyp unter hochkalorischer Erndhrung zu einem erniedrigten Korpergewicht sowie Veranderungen
im Glucose-, Cholesterin- und Lipidstoffwechsel (Rixen, Publikation in VVorbereitung). Dartiber hinaus

sind die reduktiven Eigenschaften von mARC von groRer Bedeutung (Kap. 1.7).

Es wird zudem diskutiert, ob es sich bei mMARC um ein sogenanntes Moonlighting-Enzym handelt
(Llamas et al., 2017). Einzelne Moonlighting-Enzyme verfigen Gber unterschiedliche physiologische
Funktionen, abhédngig von ihrer Lokalisation und ihren Interaktionspartnern in der Zelle. Da bisher

jedoch nur die Reduktion von unterschiedlichen Strukturen durch mARC gut charakterisiert wurde, der



14 Einleitung

Mechanismus der Beteiligung am Energiestoffwechsel jedoch noch nicht weiter untersucht wurde,
bedarf es zu dieser Einteilung weiterer Forschung. AuBerdem sollten zukiinftige Untersuchungen zum

Ziel haben, die Funktion von mARC in den Peroxisomen zu charakterisieren.

Ott et al. haben Untersuchungen zur genetischen Vielfalt von mARC in 340 gesunden Kaukasiern
durchgefuhrt. Sechs Einzelnukleotid-Polymorphismen (vier fir mARC1 und zwei fir mARC2) wurden
mit einer niedrigen Auftrittsrate analysiert, wobei alle Varianten den Moco binden konnten und zudem
in vitro Uber eine vergleichbare N-reduktive Aktivitat zum Wildtyp verfiigten (Ott et al., 2014b). Unter
den mARC1-Varianten war auch die A165T-Variante, in der an Position 165 Alanin gegen Threonin
ausgetauscht ist. Zwar wurde in der N-reduktiven Aktivitat nach rekombinanter Expression in E. coli.
kein signifikanter Unterschied festgestellt, jedoch zeigen neuere Ergebnisse, dass diese Variante
Einfluss auf Lebererkrankungen hat (Emdin et al., 2019). Emdin et al. postulieren, dass diese Variante
zu einem Funktionsverlust von mARC1 fuhrt und diese eingeschrénkte Funktion flr die Verbesserung
der Leberparameter verantwortlich ist.

Im Jahre 2018 gelang es Kubitza et al. die erste Kristallstruktur von humanem mARC1 aufzuklaren
(Abb. 1.10) (Kubitza et al., 2018a). Mithilfe einer Fusionsstrategie konnte fur das schwer zu
kristallisierende mARC-Protein ein Kristall gewonnen werden (Kubitza et al., 2018b). Ausgenutzt
wurde der Einsatz des T4 Lysozyms, welches (ber sehr gute Kristallisationseigenschaften verfiigt und
die Kristallisation in Kombination mit anderen Proteinen begiinstigen kann. Die beiden Proteine wurden
an unterschiedlichen Stellen miteinander fusioniert, wobei eine interne Fusion des T4 Lysozyms an das
MARC-Protein in den Aktivitatstests auf N-reduktive Aktivitat nur zu einer geringen Verminderung
fiihrte und zudem Proteinkristalle fur dieses Konstrukt gewonnen wurden. Der Datensatz konnte mit
einer Auflésung von 1,7 A aufgenommen und die Struktur durch molekularen Ersatz bestimmt werden
(PDB ID 6FW2). Anhand der Struktur konnte ermittelt werden, dass mARC (ber zwei Domanen, die
den Moco binden, verfiigt: die MOSC-Domaéne und die MOSC_N Domane.

Ein wichtiges Merkmal der MOSC-Domane sowohl fiir mARC1 als auch flir mARC?2 ist der Cysteinrest,
tber den das Molybdan kovalent mit dem Enzym verbunden ist. Dieser liegt in allen Spezies
hochkonserviert vor. Eine Mutation dieses Cysteinrestes fuhrt in beiden mARC-Formen zu einer
Aufhebung der N-reduktiven Aktivitdit (Krompholz, 2013). Zudem konnte durch eine
Cyanidbehandlung kein Thiocyanat gewonnen werden und auch die reduktive Aktivitat nahm durch die
Behandlung nicht ab, wie es flir Vertreter der Xanthinoxidasefamilie typisch ist (Wahl et al., 2010).
Durch weitere EPR-Untersuchungen gestitzt wurde mARC der Sulfidoxidasefamilie zugeordnet (Ott et
al., 2015).
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Durch Konformationsanalysen des Pyranopterins im Moco kann eine Zuteilung in die Familien der
Sulfit- und Xanthinoxidase gemacht werden (Rothery et al., 2012). Interessanterweise wirde humanes
MARC1 somit der Xanthinoxidasefamilie zugeordnet werden. Somit kann mithilfe der Kristallstruktur
und der Koordination des Mocos die Zuteilung von mARC zur Sulfitoxidasefamilie in Frage gestellt
werden. Kubitza et al. postulieren, dass mARC eventuell einem Vorlaufer der Moco Sulfurasen
entspricht und somit ein Bindeglied zwischen der evolutionar alteren Sulfitoxidase- und der jlingeren
Xanthinoxidasefamilie darstellt (Kubitza et al., 2018a). Zur Begriindung wird angefuhrt, dass humanes

MARC1 Merkmale von beiden Familien besitzt.

Folgende Abb. 1.10 zeigt die Struktur von humanem mARC1.:

Abb. 1.10: Kristallstruktur von humanem mARC1 (PDB ID 6FW?2).

Das aktive Zentrum mit dem Moco ist mittig dargestellt. Das Molybdan (tirkise Kugel) verfugt tber 2
Oxoliganden (rote Kugeln) und ist Gber die Dithiolengruppe des Mocos komplexiert. Das aktive Zentrum ist in
Richtung zum Betrachter fiir Substrate zuganglich.

1.7 N-Reduktion von oxygenierten Stickstoffverbindungen durch mARC

Bereits im Jahre 2006 nutzten Havemeyer et al. die N-reduktive Aktivitdt von mARC fiir ihre Reinigung
des Enzyms aus Schweinelebern, indem sie das Modellsubstrat Benzamidoxim zu Benzamidin
reduzierten (Havemeyer et al., 2006). Aufmerksam auf diese N-reduktive Aktivitdt wurde man durch
die Tatsache, dass Amidoxime effektive Prodrugs von Amidinen darstellen (Clement, 2002). Somit
kdnnen stark basische Amidine fur eine hohere Bioverfiigbarkeit in ihre Amidoxime Gberfihrt werden,

welche wiederum nach der Absorption in vivo zu den Amidinen reduziert werden. Dieses Prinzip wurde
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in der Entwicklung fur den Arzneistoff Ximelagatran angewendet (Eriksson et al., 2003) und ist in

folgender Abb. 1.11 schematisch dargestellt:

+
NH, N-Hydroxylierung N

)J\ _—— )I\ extrazellular

Plasmamembran
+ a ; H
NH, N-Reduktion N/O .
)J\ - )|\ intrazelluldr
R” "NH, R” "NH,
Wirkform Prodrug

Abb. 1.11: Prodrugprinzip ,,Amidoxime anstelle von Amidinen“ (nach Clement, 2002).

Das Amidin stellt die Wirkform dar und ist unter physiologischen Bedingungen positiv geladen. Somit ist die
Passierung der Biomembranen erschwert, was bei einer peroralen Applikation zu einer schlechten
Bioverfugbarkeit fihrt. Durch die N-Hydroxylierung sinkt die Basizitat stark und das Amidoxim kann leichter
Biomembranen passieren. Intrazelluldr wird das Amidoxim dann wieder zum Amidin reduziert.

Entgegen der Annahme, dass ein 2-Komponentensystem bestehend aus Cyb5 und Cyb5R fir die
Reduktion verantwortlich ist (Kurian et al., 2004), konnten Havemeyer et al. zeigen, dass es sich
vielmehr um ein 3-Komponentensystem aus mARC, Cyb5 und Cyb5R handelt, was in dieser Form fr
kein anderes Molybdoenzym beschrieben wurde. Die Zusammenstellung der einzelnen Komponenten
ist in Analogie zur Nitratreduktase (Abb. 1.9). Weitere Untersuchungen von Wahl et al. mit
rekombinanten Enzymen fuhrten zu der Erkenntnis, dass beide mARC-Formen, mARC1 und mARC?2,
fahig sind eine N-Reduktion im rekonstituierten System zu katalysieren (Wahl et al., 2010). Es wurde
die Isoform 3 der Cyb5R verwendet, sowie Typ b von Cytochrom b5. Beide Proteine sind auch im
Organismus die beteiligten Formen an der N-Reduktion (Neve et al., 2012; Plitzko et al., 2016).
Folgende Abb. 1.12 zeigt die schematische Reduktion von N-oxygenierten Strukturen:

R
NAD*

NADH

e- HO_I\I:
> R
> [ mare12 | (
R
H-N

R

Abb. 1.12: N-Reduktion durch das 3-Komponentensystem.

Die Elektronen werden dem System durch NADH bereitgestellt. Die Cytochrom-b5-Reduktase Isoform 3
(Cyb5R3) ist ein flavinhaltiges Enzym, das die Elektronen einzeln auf die Himgruppe im Cytochrom b5b (Cyb5b)
ubertragt. Von dort werden sie auf den Moco im mARC-Enzym ubertragen. An dieser Stelle wird die Reduktion
der N-hydroxylierten Struktur katalysiert.
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Eine Besonderheit an diesem N-reduktiven System ist, dass es sauerstoffunabhéngig funktioniert. Viele
andere beschriebene Reduktionen laufen nur unter hypoxischen bzw. anaeroben Bedingungen ab, was
die physiologische Relevanz solcher Systeme in Frage stellen lasst. Die hdchste Metabolismusaktivitat
weisen die Leber und Nieren auf, die durch den arteriellen Blutfluss mit ausreichend Sauerstoff versorgt

werden.

In Abb. 1.13 ist der hypothetische Reaktionsmechanismus dargestellt. Die Nettoreaktionsgleichung flr
die katalysierte Reaktion lautet: R_NOH + NADH + H* — RoNH + NAD* + H;0.

.R
HO\ITI
R H20
R R
N
OH ,
S///'I'I\/II IV S/(V? \)
0~S—Cys Mo
VR Yy | Mo ~g—C
O RS yS
S S/ 0
NAD" + 2H' 2H"
Cyb5
Cyb5R
S, OH -R
NADH + H' | M HN
% Q~s—Cys R
S 0)

Abb. 1.13: Hypothetischer Reaktionsmechanismus von N-oxygenierten Strukturen durch mARC (nach
Havemeyer et al., 2011).

Der Mechanismus ist an den postulierten Reaktionsmechanismus der Nitratreduktase angelehnt (Fischer et al.,
2005). Zunéchst wird durch die Elektronen von NADH tiber Cyb5R und Cyb5 das Mo*Y' zu Mo*"V reduziert.
Anschlieend bindet die N-oxygenierte Struktur an das Molybdan und Wasser wird eliminiert. Die Elektronen
werden von dem Mo*"V auf den Stickstoff tbertragen und durch Protonierung wird die reduzierte Form
abgespalten.

Das mARC-haltige Enzymsystem stellt einen Gegenspieler fir die zahlreich im Menschen
vorkommenden CYP-Enzyme und FMOs dar, welche fir die Oxidation von Stickstoffatomen
verantwortlich sind (Mutschler et al., 2008; Ziegler, 2002). Bisher sind die physiologischen Substrate
fir mARC noch nicht bekannt, jedoch ist mARC an einer Vielzahl von Detoxifizierungsreaktionen
beteiligt (Ott et al., 2015). mARC ist fahig N-hydroxylierte Basenanaloga zu reduzieren, die fur
Fehlbasenpaarungen verantwortlich sein kénnen (Krompholz et al., 2012; Plitzko et al., 2015).
Beschrieben ist auch die Beteiligung an der Reduktion von N®-Hydroxy-L-Arginin (NOHA) (Kotthaus
et al., 2011), das als Intermediat bei der Stickstoffmonoxid-Freigabe von L-Arginin zu L-Citrullin
entsteht. mMARC kann somit Einfluss auf den wichtigen Stickstoffmonoxid-Stoffwechsel im Organismus

haben.
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Abb. 1.14: Ubersicht einer Auswahl an reduzierbaren N-oxygenierten Strukturelemente fir mARC.

Abgebildet ist jeweils ein Vertreter der jeweiligen Klasse.

In Abb. 1.14 sind die bisher bekannten N-oxygenierten Strukturelemente aufgefuhrt. Die Reduktion von
Amidoximen (Havemeyer et al., 2006), Hydroxamsduren (Froriep, 2013), N-Oxiden, Oximen und
N-hydroxylierten Amidinoguanidine (Jakobs et al., 2014), Sulfhydroxamsduren (Ott et al., 2014a),

N-hydroxylierten Guanidinen (Gruenewald et al., 2008) sowie Hydroxylaminen (Krompholz et al.,

2012) sind in einer Vielzahl an Publikationen veréffentlicht. Diese Vielzahl an Strukturelementen macht

deutlich, dass das aktive Zentrum von mMARC eine grofle Bindetasche mit einer geringen

Substratspezifitat besitzt, wie es fiir Enzyme, die Xenobiotika verstoffwechseln, haufig der Fall ist.
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1.8 Zielsetzung der Arbeit

Durch vorangegangene Untersuchungen konnte die Beteilung des mARC-Enzymsystems an der
Reduktion von diversen N-oxygenierten Strukturen nachgewiesen werden. Eine besondere
Strukturklasse bilden hierbei die Hydroxamsauren. Diese ist aus pharmazeutischer Sicht von sehr groRer
Bedeutung, da sie in einer Vielzahl unterschiedlicher Arzneistoffe vorkommt. Diese Arzneistoffe vereint
nicht dieselbe Indikation, sondern die F&higkeit einen Chelat mit Fe- und Zn-lonen in katalytischen
Zentren von Enzymen zu bilden. Diese koordinative Bindung fuhrt in den meisten Fallen zu einer

Hemmung des Enzyms, wodurch der Arzneistoff seine Wirkung austibt.

Aufgrund des auftretenden Metabolismus im Organismus unterliegt die Hydroxamséurefunktion
allerdings einer starken Degradation. Kommt es zu einer metabolischen Verénderung dieser Funktion,
nimmt die inhibitorische Wirkung ab, was zu einem Wirkverlust fiihrt. Neben der Hydrolyse und der
Konjugation (z. B. zum Glucuronid), ist die Reduktion zum korrespondierenden Amid beschrieben
(Kap. 1.5). Jedoch war das verantwortliche Enzym weitgehend unbekannt und in in vitro-Versuchen
konnte flr diverse metabolische Enzyme (z. B. Aldehydoxidase) nur eine sehr geringe Aktivitat

gemessen werden.

Durch Untersuchungen von Froriep lag der Verdacht nahe, dass das mARC-Enzymsystem die
Reduktion katalysiert (Froriep, 2013). Aufbauend auf seinen Untersuchungen ist das Ziel dieser Arbeit,
die Reduktion von pharmazeutischen relevanten Hydroxamséuren durch das mARC-Enzymsystem

detailliert zu untersuchen und zu charakterisieren (Abb. 1.15).

O, N-Sulfonate, -Glucuronide

Konjugation
mARC
Cyb5R
0 ol 0 Cyb5 o
Methyli
R)J\ N/O\CH = = R)]\N/OH )J\
H 3 H Reduktion R* NH,
Methylderivat Hydroxamsiure Amid
Hydrolyse
(0]
R)]\OH
Carbonsédure

Abb. 1.15: Metabolismuswege von Hydroxamsauren.
Die durch mARC katalysierte Reduktion dient als Zielsetzung dieser Arbeit.

Zum Erreichen dieser Zielsetzung werden unterschiedliche Proteinquellen und Modelle genutzt, um die

Katalyse durch mARC zu verifizieren. AuBerdem soll durch Studien mit humanen Zellen und Organen
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der mARC2-Knockout-Mause die Relevanz der mARC-katalysierten Reduktion aufgezeigt werden.
Dariiber hinaus werden die prokaryotischen Enzyme YiiM und YcbX genutzt, um zu untersuchen, ob

auch andere MOSC-Proteine fahig sind, Hydroxamsauren zu reduzieren.

Anhand der Ergebnisse soll eine Abschatzung der Reduktion ermdglicht und die Reduktion
unterschiedlicher Strukturen miteinander verglichen werden. Diese Ergebnisse sollen in spéateren
Entwicklungen von Arzneistoffen in der praklinischen Phase genutzt werden, um friihzeitig Prognosen
Uber den Metabolismus in vivo zu geben und somit bestenfalls die Entwicklung neuer Arzneimittel

gunstiger und sicherer zu gestalten.
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2 Materialien und Geréte

Alle Materialien und Reagenzien, die nicht in den folgenden Listen enthalten sind, wurden tber Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe bezogen. Es wurde stets die hdchste verflighare Reinheit verwendet.

2.1 Materialien

Material Hersteller

Cryovials, Cryo.s.™ Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Falcon-Tubes Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht
Filter Tips, Biosphere® Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
Gewindeflaschen bezogen tber Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
HPLC-Trennsaule, LiChrospher® 60 RP- Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn

select B, 5 um, 250-4 mm

HPLC-Trennsédule, Phenomenex Gemini Phenomenex Deutschland, Aschaffenburg
5 um, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm

HPLC-Trennsaule, SunFire™ C18, Waters Corporation, Milford, MA; USA
150-4,6 mm, 3,5 um

HPLC-Trennséule, Zorbax SB-C18, 3,5 um,  Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn
50-2,1 mm

HPLC-Vorsaule, LiChrospher® 60 RP- Agilent Technologies Deutschland GmbH, Waldbronn
select B, 5 um, 250-4 mm

HPLC-Vorsaule, Phenomenex C18, 4-3,0 mm  Phenomenex Deutschland, Aschaffenburg

Mikroeinsatze bezogen tber Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

PVDF-Membran, Hybond®-P GE Healthcare Amersham, Chalfont St Giles, UK
Reaktionsgefale Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

Schraubdeckel bezogen tber Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren
Serologische Pipetten, steril Sarstedt AG & Co., Nimbrecht

UV-Kivetten, Plastibrand™ mikro Brand GmbH & Co KG, Wertheim

Wellplates, steril Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Whatman® Paper GE Healthcare Amersham, Chalfont St Giles, UK
Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co., Niimbrecht

Zellschaber Sarstedt AG & Co., Niimbrecht
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2.2 Reagenzien

Reagenzien Hersteller

4975, 5339, 50030, Achaogen, San Francisco, CA, USA
50001, 50027, 50231

4-Butoxyphenylessigsaure TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien
Acetonitril, HPLC grade Honeywell Building Solutions GmbH, Seelze
Ammoniumacetat TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien
Benzamid Sigma-Aldrich, Steinheim

Benzamidin Sigma-Aldrich, Steinheim

Benzamidoxim Sigma-Aldrich, Steinheim
Benzhydroxamsaure Sigma-Aldrich, Steinheim

Benzoesaure Merck KGaA, Darmstadt

Bufexamac Sigma-Aldrich, Steinheim

Bufexamac Impurity D Sigma-Aldrich, Steinheim

Compat-Able™ Protein Assay ThermoFisher Scientific, Pinneberg
Preparation Reagent Set

Complete, EDTA-free Protease  Roche Diagnostics GmbH, Rotkreuz, Schweiz
Inhibitor Cocktail

CP544439, -amid, -carbonsaure  eigene Synthese (siehe Ginsel et al., 2018)

DS92, DS116 erhalten von Prof. Dr. Jung, Universitat Freiburg
Fosmidomycin erhalten von Prof. Dr. Link, Universitat Greifswald
Givinostat Italfarmaco, Mailand, Italien

Guanabenzacetat Sigma-Aldrich, Steinheim

Guanoxabenz Laboratoires Houdé, Paris, Frankreich

H191, -amid, -carbonsaure erhalten von Prof. Dr. Holl, Universitat Hamburg

Hank’s Balanced Salt Solution Sigma-Aldrich, Steinheim

ITF2374, ITF2375 Italfarmaco, Mailand, Italien

Kaliumdihydrogenphosphat AppliChem, Darmstadt

Methanol, J. T. Baker® Avantor Performance Materials, bezogen uiber VWR International GmbH,
Darmstadt

NADH, Dinatriumsalz TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien
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N-Benzoyl-N-
phenylhydroxylamin

TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien

N-Hydroxyharnstoff

Sigma-Aldrich, Steinheim

Nicotinamid-N-oxid

Sigma-Aldrich, Steinheim

N-Methylbenzamid

Alfa-Aesar, Karlsruhe

Nonidet®P-40

BioChemica AppliChem GmbH, Darmstadt

N-Phenylbenzamid

TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien

Octylsulfonat

TCI Deutschland GmbH, Zwijndrecht, Belgien

Olaquindox

Sigma-Aldrich, Steinheim

Pageruler™ Prestained Protein
Ladder

ThermoFisher Scientific, Pinneberg

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

ThermoFisher Scientific, Pinneberg

SDS

Merck KGaA, Darmstadt

Trifluoressigsaure

Uvasol®, Merck KgaA, Darmstadt

Vorinostat

Biomol, Hamburg

Alle Medien und Mediensupplemente fir die Zellkultur wurden von Life Technologies GmbH,

Carlsbad, CA, USA bezogen.

2.3 Zelllinien

Material Zelltyp Hersteller

HEK?293 humane embryonische Nierenzellen Cell Lines Service GmbH, Eppelheim

HepG2 humane hepatozelluldre Karzinomzellen zur Verfugung gestellt vom Onkologischen
Labor, Klinik fur Gynédkologie und
Geburtshilfe, UKSH Kiel

Skov3 humane Ovarialkarzinomzellen zur Verfugung gestellt vom Onkologischen
Labor, Klinik fur Gynédkologie und
Geburtshilfe, UKSH Kiel
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2.4 siRNA Oligonukleotide
Targetgen SiRNA Sequenz

Hersteller

MARC1 HSS127704, stealth GAGGAUUCUUGGGAUGAGCUUCUUA Invitrogen, Carlsbad,
USA
MARC?2 On-Target plus smart CCUAAUUGGUAGUGUAGAA Thermo Scientific,
pool human MOSC2  GAUCUAUUAUUCAGUGGAA Waltham, USA
GCAACGAUACAUCAGCAAA
GGAUUGACUGAGAUCUUAA
Negativ- low GC, stealth nonsense, 36 % GC Invitrogen, Carlsbad,
Kontrolle USA
2.5 Antikorper
Antikorper Spezies Hersteller
anti-mARCL1 (AP9754c) Kaninchen, polyklonal Abgent, San Diego, CA, USA
anti-mARC2 (HPA015085) Kaninchen, polyklonal Sigma, St. Louis, MO, USA
anti-Calnexin (E-AB-35982) Kaninchen, polyklonal Elabscience, Houston, Texas, USA
Anti-Cox IV (E-AB-33741) Kaninchen, polyklonal Elabscience, Houston, Texas, USA
anti-Kaninchen IgG (HRP- Ziege, polyklonal Elabscience, Houston, Texas, USA
gekoppelt) E-AB-1003

2.6 Gerate

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier unterschiedliche HPLC-Systeme verwendet, um die Analysen
und Quantifizierungen durchzufihren. Im Folgenden sind alle Anlagen mit den dazugehdrigen

Komponenten aufgefihrt:

1) Waters Alliance® mit dem Anlagensystem e2695, dem Detektor 2998 und der dazugehdrigen
Integrationssoftware Empower Build 215.

2) Waters Alliance® mit dem Anlagensystem e2695, dem Detektor 2487 und der Clarity Lite
Integrationssoftware Version 8.0.1.135.

3) Waters Breeze™ mit dem Pumpsystem 1525, dem Autosampler 717, dem Detektor 2487 und der
dazugehdrigen Integrationssoftware Breeze Version 3.30.

4) Agilent 1100 Series mit dem Pumpsystem G1322A, Autosampler G1329A, Sdulenthermostat
G1316A und dem Detektor 430A von Kontron Instruments. Als Software diente die Clarity Lite

Integrationssoftware Version 2.5.6.99.
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Gerat Hersteller

Autoklav, LTA32/25

Zirbus Technology, Bad Grund

Brutschrank

Heraeus GmbH, Hanau

Einfriercontainer, Nalgene™ Cryo Freezing
Container Mr. Frosty™

ThermoFisher Scientific, Pinneberg

Elektrophoreseapparatur

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA

Entwicklungskammer, Cawomat 2000 IR

CAWO, Schrobenhausen

Feinwaage, MS250DU

Mettler Toledo, Columbus, USA

Fleischwolf, Typ 885

Jupiter Kitchen Tools GmbH, Schorndorf

Multipipette, Multipette® plus

Eppendorf AG, Hamburg

Orbitalschuttler, VXR basic Vibrax®

Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen

pH-Meter, Microprocessor pH537
pH-Meter, inoLab

pH-Meter, GC840

WTW GmbH, Weilheim
Wissenschaftliche Technische Werkstatten, Weilheim

Schott-Gerdate GmbH, Hofheim

Pipetten, Eppendorf Research® Reference®

Eppendorf AG, Hamburg

Pipettierhelfer, accu-jet®

Brand GmbH & Co KG, Wertheim

Plattenschittelinkubator, Sky Line DTS-4

LTF Labortechnik, Wasserburg

Potter, Elvehjem-Homogenisator

B. Braun Biotech International, Melsungen

Schlauchpumpe, Model XX8200230

Millipore GmbH, Schwalbach

Schuttelwasserbad, GFL1083

Gesellschaft fur Labortechnik, Wasserburg

Sterilwerkbank, Laminar Air® HB2448

Heraeus GmbH, Hanau

Tischzentrifuge, Typ 2020

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen

Trockenschrank, T6060

Heraeus GmbH, Hanau

Ultraschallbad, Bandelin Sonorex Super RK 510H

Bandelin electronic, Berlin

Ultrazentrifuge, Optima™ XL-80K

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Umkehrmikroskop, Olympus CK2

Olympus, Hamburg

UV-Vis-Spektrophotometer, Cary 50 Scan/50
MPR, Cary Win UV-Software 2.0

Varian GmbH, Darmstadt

Vortexer, RS-VA 10

Phoenix Instrument, Garbsen

Waage, MC 1 Research RC 210 P

Sartorius, Gottingen
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Wasserbad, Biichi 461

Biichi Laboratoriums-Technik AG, Flawil, Schweiz

Zahlkammer, Neubauer Improved Bright Line

LO-Laboroptik Ltd., Lancing, UK

Zentrifuge, Megafuge® 1.0 R

Zentrifuge, J2-21ME,

Thermo Scientific, Waltham, USA

Beckman Coulter, Brea, CA, USA
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3 Experimentelle Methoden

3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit (ThermoFisher
Scientific) verwendet. Hierbei wird die Reduktion von Cu?-lonen zu Cu*-lonen durch Proteine
hervorgerufen. AnschlieRend bildet sich ein violetter Komplex von Bicinchoninsdure mit den Cu*-
lonen. Die Detektion erfolgte photometrisch bei 562 nm (Smith et al., 1985). Zur Quantifizierung wurde
bovines Serumalbumin als Standard (75 bis 1500 pg/ml) genutzt. Sofern dies erforderlich war, wurden
storende Bestandteile aus den Proben mithilfe des Compat-Able™ Protein Assay Preparation Reagent

Kit (ThermoFisher Scientific) zuvor gefallt.
3.2 Gewinnung der subzellularen Fraktionen aus Schweinelebern

Fur die Herstellung der subzelluldren Fraktionen wurde ein Arbeitsprotokoll verwendet, welches in
Anlehnung an die in der Literatur beschriebenen Methoden durchgefiihrt worden ist (Hovius et al., 1990;
Clement et al., 2005). Hierzu wurden die Lebern von zwei weiblichen Hausschweinen in gekihltem
Standard-Phosphatpuffer pH 7,4 (4,8 mM KH;PQOs, 15,2 mM K;HPO., 0,25 M Saccharose, 1 mM
EDTA und 0,1 % (w/v) bovines Serumalbumin (BSA)) transportiert und alle weiteren Arbeitsschritte in

einer Kaltekammer bei einer Temperatur von 4 °C durchgefihrt.

Im ersten Schritt wurden die Lebern mit Pufferlésung perfundiert, um restliches Blut zu entfernen. Nach
grober Zerkleinerung wurden mithilfe eines Fleischwolfs und eines Durchflusshomogenisators die
Lebern in einen zahen Leberbrei Oberfiihrt. Dieser wurde auf pH 7,4 eingestellt und bei 600 g
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand durch Mull koliert, um gréRere Bestandteile
abzutrennen. Die so gewonnene Fraktion wird in dieser Arbeit als Homogenat bezeichnet, wobei die

Zellkerne und -trimmer durch die Zentrifugation bei 600 g nicht mehr enthalten sind.

Fir die weitere Verarbeitung wurde das Homogenat bei 10.300 g zentrifugiert und der Uberstand zur
Gewinnung der mikrosomalen und der cytosolischen Fraktion genutzt. Fur die Gewinnung der
mikrosomalen Fraktion wurde der Uberstand erneut bei 200.000 g zentrifugiert. Der hierbei
zurtickgebliebene Uberstand bildet die cytosolische Fraktion. Das durch das Zentrifugieren gewonnene
Pellet wurde anschlieBend in wenig Puffer ohne BSA resuspendiert und diese Schritte noch einmal

wiederholt, um eine maglichst reine mikrosomale Fraktion zu erhalten.

Das Pellet der 10.300 g Zentrifugation wurde fiir die mitochondriale Fraktion weiteraufgearbeitet. Zur
Isolierung wurde die Dichtegradzentrifugation genutzt. Der hierfur verwendete Puffer besteht aus:
30 % (v/v) Percoll™, 225 mM Mannitol, 1 mM EGTA, 25 mM HEPES und 0,1 % (w/v) BSA, eingestellt

auf pH 7,4. Der Puffer wurde im Zentrifugenglas vorgelegt und das Pellet, welches zuvor in Standard-
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Phosphatpuffer resuspendiert wurde, aufgetragen. AnschlieRend wurde bei 95.000 g zentrifugiert und
das dunkle gefarbte Band, welches der rohen Mitochondrienfraktion entspricht, abpipettiert. Diese rohe
Mitochondrienfraktion wurde mit Puffer verdinnt, bei 6.300 g zentrifugiert und das Pellet in wenig

Puffer ohne BSA resuspendiert. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.

Alle erhaltenen Fraktionen wurden zur Weiterverarbeitung bei -80 °C sofort weggefroren.
3.3 Gewinnung der Homogenate unterschiedlicher muriner Organe

Fir die Untersuchung der N-reduktiven Aktivitat wurden murine Organe von sechs Wildtyp- und sechs
mARC2-Knockout-Mausen des Stammes C57BL/6NTac genutzt (Zusammenarbeit mit Prof. Michal
Mikula, Universitdt Warschau, Polen). Fur detailliertere Informationen zu den Mé&usen siehe Anhang
Tab. 1.

Der Puffer setzt sich wie folgt zusammen: 0,25 M Saccharose, 1 mM EDTA, 10 mM KH.PO.. Der
pH-Wert wurde auf 7,4 mit Kalilauge oder Phosphorséure bei 4 °C eingestellt. Die unterschiedlichen
Organe wurden unter Einsatz eines Elvehjem-Homogenisators in jeweils 1500 pl eisgekihlten Puffer
homogenisiert, in Aliquots & 200 pl geteilt und bei -80 °C weggefroren. Anschlieend wurde der

Proteingehalt, wie unter Kap 3.1 beschrieben, bestimmt.
3.4 Proteinexpression der rekombinanten humanen Enzyme

Die Expression der rekombinanten Proteine, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurde von der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Scheidig, Christian-Albrechts-Universitdt zu Kiel, durchgefihrt. Dies
geschah in Anlehnung an die von Wahl publizierte Methode (Wahl et al., 2010). Fur die Expression von
MARC1 (NP_073583) und mARC2 (NP_060368) wurde der E. coli-Stamm TP1000 verwendet. Bei
diesem Stamm ist das mobA- und mobB-Gen ausgeschaltet, sodass die Synthese des Molybdopterins auf
der eukaryotischen Stufe stoppt und sich somit keine prokaryotische Dinukleotidform bildet (Palmer et
al., 1996). Das Targeting-Signal der Proteine fur die Lokalisation in der mitochondrialen Membran
wurde am N-Terminus trunkiert, sodass die Léslichkeit und die Ausbeute deutlich gesteigert werden
konnten. Fur die Expression von Cyb5 (NP_085056) und Cyb5R (NP_000389) wurde der E. coli-Stamm
DL41 verwendet. Zur leichteren Aufreinigung der rekombinanten Proteine wurde N-terminal ein
Hiss-Tag angefligt und alle Proteine tber eine Nickelsdule sowie eine Grolenausschlusschromatografie

gereinigt.
3.5 Kultivierung humaner Zelllinien

Fir die Kultivierung humaner Zelllinien wurden die drei adhdrent wachsenden Zelllinien HEK293,
HepG2 und Skov3 verwendet, die in T25 und T75 Kulturflaschen ausgesat wurden. Die Zelllinien

wurden stets im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Abhangig von der Verdopplungszeit
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(HEK293 ~ 23 Stunden, HepG2 ~ 48 Stunden, Skov3 ~ 48 Stunden) und des Splitverh&ltnisses war es
notig, die Zellen rund zwei- bis dreimal pro Woche zu splitten. Alle Medien, Puffer oder
Trypsinldsungen wurden zuvor im Wasserbad auf 37 °C aufgewarmt. Eine Ausnahme war hier das
Einfriermedium, das im Kihlschrank bei 4 °C gelagert wurde. Das Splitten geschah optimalerweise bei
einer Konfluenz ~ 90 %. Hierfur wurden die Kulturflaschen unter der Sterilwerkbank gedffnet und das
alte Medium entfernt. Der Zellrasen wurde mit PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend die Zellen
mithilfe von Trypsin/EDTA (0,05 %) bei 37 °C solange inkubiert, bis sich alle Zellen geldst hatten
(~ 3-5 Minuten). Im Anschluss wurde ein serumhaltiges Medium hinzugefiigt, um das Trypsin zu
inaktivieren. Mithilfe einer serologischen Pipette wurden dann durch das Auf- und Absaugen mit dem
Pipetboy die Zellen vereinzelt. Diese Zellen wurden anschliefend im gewinschten Verhéltnis in neue

Flaschen Uberfiihrt.

Nahrmedien: HEK293 und HepG2 MEM-Medium supplementiert mit 10 % FCS,
2 mM Glutamin,1 mM Natriumpyruvat
Skov3 RPMI 1640-Medium, supplementiert mit 10 % FCS

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. 10 pl der Zellsuspension
wurden auf den Objekttréager aufgebracht. Um die Zellzahl pro ml zu ermitteln, wurden alle Zellen
innerhalb der Quadranten gezahlt, gemittelt und mit dem Faktor 10* multipliziert.

Zum Wegfrieren der Zellen in flissigem Stickstoff wurden diese zunéchst gezéhlt und in
Einfriermedium (50 % FCS, 40 % Kulturmedium, 10 % DMSO) resuspendiert. Diese wurden dann in
Cryovials zu 1,5 ml aliquotiert und in einem Freezing Container, der mit Isopropanol gefullt war fur
24 Stunden bei -80 °C gelagert. Der Isopropanol sorgt dafiir, dass ein langsames Abkiihlen von 1 °C/min

erreicht wird. AnschlieRend wurden die Vials zur Langzeitlagerung in einem Stickstofftank gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte unter der Sterilwerkbank unter Zuhilfenahme von warmem Medium.
3.6 Transfektion humaner Zelllinien

Um gezielte Funktionsanalysen der unterschiedlichen mARC-Formen zu untersuchen wurde siRNA in
die Zellen eingebracht. In Anlehnung an das Protokoll von Invitrogen™ wurde diese Methode bereits
von Plitzko beschrieben und charakterisiert (Plitzko, 2014).

Im Protokoll von Invitrogen sind zwei mogliche Vorgehensweisen fir die Transfektion zu
unterscheiden. Zum einen kann eine Forward Transfection durchgefiihrt werden, bei der die Zellen
zunachst ausplattiert werden und erst nach einer gewissen Zeit mit dem Transfektionsmittel in Kontakt
kommen. Die zweite Methode ist die Reverse Transfection bei der das Ausplattieren und die

Transfektion gleichzeitig stattfinden. Trotz dessen, dass die erste Methode als schonender fiir die Zellen
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beschrieben wird, verflgt die zweite Methode neben einer groReren Zeit- und Arbeitsersparnis tber

bessere Knockdownraten und wurde deshalb flir diese Arbeit gewahlt.

Der Einsatz von siRNA wird haufig genutzt, um bestimmte Gene gezielt zu supprimieren, indem die
Translation verhindert wird und es dadurch zu einer verminderten Proteinexpression kommt. Somit sind
Funktionsanalysen von einzelnen Genen maglich. Die Methode beruht auf der Einflhrung kurzer (20-
25 Basenpaare) RNA-Abschnitte in die Zielzelle mithilfe unterschiedlicher Techniken. Angewandte
Techniken sind z. B. die Infektion mit Adeno- oder Lentiviren, die Permeabilitatserhhung der Membran
durch kationische Lipide, da die siRNA selbst stark negativ geladen ist oder der Einsatz der
Elektroporation. Im Cytosol der Zelle bildet die sSiRNA den sogenannten RISC-Komplex (RNA-induced
silencing complex) aus. Dieser ist befahigt komplementare mRNA zu binden, zu teilen und somit die
Proteinexpression zu verhindern (Wilson und Doudna, 2013). Die Auswahl geeigneter siRNA ist von
grolRer Bedeutung, um sogenannte off-target-Effekte zu verhindern, die durch Anlagerung an andere
Sequenzen als die gewiinschte Zielsequenz auftreten. Es gibt eine Reihe von Modifikationen der siRNA,
um diese stabiler und selektiver zu gestalten (Ui-Tei, 2013).

Fur die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde fiir den Knockdown von mARC1 eine Einzelsequenz
und fiir den Knockdown von mARC?2 ein Pool aus vier unterschiedlichen siRNAs benutzt. Der jeweilige
Funktionsnachweis der Sequenzen wurde von Plitzko in ihrer Dissertation beschrieben. Zudem konnte
sie durch den Einsatz der siRNAs gegen mARC kein Effekt auf Cyb5 und Cyb5R per Western Blot-
Analyse beobachten (Plitzko, 2014).

Mithilfe der Reverse Transfection wurde am Tag der Transfektion die Zellzahl bestimmt und die Zellen
in Opti-MEM-Medium (serumfrei) dberfihrt. In einem 24er-Wellplate wurden jeweils 200 pl
Opti-MEM-Medium vorgelegt, die sSiRNA sowie 2 pl Lipofectamine hinzu pipettiert und fir 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde 1 ml Zellsuspension in jedes Well gegeben. Die
Endkonzentration an siRNA betrug schlielich 20 nM fur die Einzelknockdowns, bzw. jeweils 10 nM
fiir die Doppelknockdowns. Die Zellen wurden dann fiir drei bis vier Tage im Inkubator belassen, sodass

die Transfektion und die Herunterregulierung des Proteins stattfinden konnte.

Im Falle der siRNA-Experimente wurde fiir die Negativkontrollen eine scrambled siRNA verwendet.
Diese besteht aus ahnlichen Basen wie die verwendete siRNA fur den Knockdown, jedoch in einer

anderen Sequenz.

3.7 SDS-PAGE

Zur Auftrennung der Proteine und deren spezifischen Detektion wurde eine diskontinuierliche
Elektrophorese verwendet (Laemmli, 1970). Hierfur wurden die Proteine mit Ladepuffer versetzt,
mithilfe eines Wasserbades bei 95 °C fir 5 Minuten denaturiert und anschlielend zentrifugiert. Als

Gelbildner wurde Acrylamid verwendet und das Gel in ein Sammel- und Trenngel geteilt. Zunéchst
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wurde das Trenngel mithilfe einer Apparatur der Firma Bio-Rad gegossen, mit Isopropanol
Uberschichtet und fir circa 20 Minuten ausharten gelassen. Der Acrylamid-Anteil richtete sich hierbei
nach der MolekdilgroRe der zu trennenden Proteine und lag standardmaRig bei 12,5 %. Nach Entfernen
des Isopropanols wurde das Sammelgel aufgetragen und der Kamm fiir die Auftragstaschen in das Gel
fixiert. Sobald das Gel ausgehértet war, wurde es feucht bei 4 °C gelagert und innerhalb von zwei
Wochen verwendet. Beim Gebrauch wurden gleiche Mengen an Proteinen in die Auftragstaschen
geladen und fir jedes Gel ein Molekularmarker aufgetragen. Um mdglichst scharfe Banden zu
generieren, wurde die Elektrophorese mit 90 V fur 15 Minuten gestartet und anschliefend im Regelfall
fur 120 Minuten auf 160 V erhoht.

Zusammensetzung der Puffer:

Ladepuffer 0,2 M Tris-Base Elektrophorese- 0,25 M Tris-Base
(4x): 8 % (m/v) SDS puffer (10x): 14,4 % (m/v) Glycerin
40 % (v/v) Glycerin 1 % (m/v) SDS

20 % (m/v) B-Mercaptoethanol
0,4 % Bromphenolblau

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-Base Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-Base
(4x), pH 8,8: 4 % (m/v) SDS (4x), pH 6,8: 4 % (m/v) SDS

Zusammensetzung der Gele:

Trenngel (12,5%): 4 ml Ag. bidest. Sammelgel (4,5 %): 2,4 ml Ag. bidest.
3 ml Trenngelpuffer 1 ml Sammelgelpuffer
5 ml Rotiphorese® 0,6 ml Rotiphorese®
10 pl TEMED 6 ul TEMED
80 ul APS 10 % (m/v) 25 ul APS 10 % (m/v)

3.8 Western Blot und Detektion

Zur Detektion der Proteine wurden diese zundchst von dem SDS-Gel auf eine PVDF-Membran im
Tankblotting-Verfahren tibertragen. Hierfur wurde das Sammelgel entfernt und auf die zuvor mit MeOH
aktivierte Membran gelegt. Nach auflen folgten jeweils zwei Whatmanpaper und ein Vlies. Diese
Anordnung wurde in die Blottingvorrichtung gehéngt und mit Transferpuffer und einem Coolpack
versehen. Die Zeit fiir das Blotting betrug 1,5 Stunden bei 120 V. Danach wurden die unbesetzten Stellen
der Membran mit 5 % Milchpulver (MP) in TBST (MTBST) fur 1 Stunde auf dem Schuttler bei
Raumtemperatur blockiert. Der Erstantikorper wurde auf die Membran in MTBST gegeben und (ber

Nacht bei 4 °C gelagert. Am néchsten Tag wurde die Membran dreimal mit TBST gewaschen, bevor
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der Zweitantikorper in MTBST bei Raumtemperatur fir 1,5 Stunden auf der Membran belassen wurde.
Nach dreimaligem Waschen mit TBST wurde die Entwicklung der Membran mit Hilfe des
ECL-Reagenzes und eines Fotofilms realisiert. Die Belichtungszeiten hingen hierbei stark von den

Proteinen ab und schwankten zwischen 10 Sekunden und 5 Minuten.

Zusammensetzung der Puffer:

Transferpuffer: 20 % (v/v) MeOH TBS-Puffer: 20 mM Tris-Base
25 mM Tris-HCI (10x), pH 7,6 140 mM NacCl
192 mM Glycin

TBST-Puffer: 10 % (v/v) TBS Puffer MTBST-Puffer: 5% (m/v) MP
0,1 % (v/v) Tween® 20 in TBST

3.9 Bestimmung des Cofaktorgehalts von Cyb5 und Cyb5R

3.9.1 Cofaktorgehalt von Cyb5

Cyb5 besitzt als Cofaktor eine Hdmgruppe, in der das zentrale Eisenion in der Oxidationszahl +11 und
+I11 vorliegen kann und somit direkt an den Elektroneniibergéngen beteiligt ist. Bei der Herstellung der
Proteine im rekombinanten System kann es vorkommen, dass nicht alle Proteine mit Cofaktor geséttigt
sind und somit nicht am Elektronentransport teilnehmen koénnen. Die Bestimmung beruhte auf der
Messung eines Differenzspektrums von reduzierter und oxidierter Form des Cofaktors (Estabrook und
Werringloer, 1978). Fur die Messung wurde Cyb5 in einer Platikkivette vorgelegt und eine katalytische
Menge Cyb5R addiert. Als Puffer diente 100 MM Phosphatpuffer pH 7,5. Der abgefahrene
Wellenlangenbereich betrug 500 — 350 nm. Das Differenzspektrum wurde jeweils vor und nach der
Zugabe von NADH gemessen und anschlieBend die Absorption bei 405 nm von der Absorption bei 426
nm abgezogen und Uber den Extinktionskoeffizienten ¢ = 185 mM*.cm? die Konzentration des

Cofaktors ermittelt. Folgende Abb. 3.1 zeigt ein typisches Differenzspektrum einer Cyb5-Probe:
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Abb. 3.1: Repréasentatives Differenzspektrum einer Cofaktorbestimmung von Cybb5.
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3.9.2 Cofaktorgehalt von Cyb5R

Der Gehalt an FAD wurde mittels photometrischer Messung erfasst (Whitby, 1953). Hierzu wurde eine
Kalibrierung mithilfe von FAD im Bereich von 0,01 bis 0,1 mM durchgefiihrt (Abb. 3.2). Die Proben
sowie die Kalibrierung wurden mit 50 mM Phosphatpuffer pH 7,0 hergestellt und anschliefend bei
100 °C fur 10 Minuten erhitzt. Nach der Zentrifugation bei 9.500 g wurde die Absorption des
Uberstandes bei 450 nm bestimmit.
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Abb. 3.2: Représentative Kalibriergerade von FAD im Bereich von 0,01 bis 0,1 mM.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von 4 Proben. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9996.

3.10 Inkubationsstudien mit subzellularen Fraktionen und Organhomogenaten

Der Proteingehalt jeder verwendeten Proteinquelle wurde mithilfe des Pierce™ BCA Protein Assay Kit
bestimmt (Kap. 3.1). Die Gewinnung der einzelnen subzelluldren Fraktionen ist unter Kap. 3.2

beschrieben.

Fir die Inkubationsstudien mit den subzellularen Fraktionen/Organhomogenaten wurden zunachst die
Proteinlésungen auf einen geeigneten Gehalt mit 100 mM Phosphatpuffer pH 6,0 verdinnt. Die
Inkubationen wurden in 1,5 ml Mikroreaktionsgefaen unter aeroben Bedingungen durchgefihrt. Es
wurde Phosphatpuffer vorgelegt, sowie das zu reduzierende Substrat. Nach Zugabe der Proteinldsung
(0,1 mg pro Ansatz) wurde der Ansatz fiir 3 Minuten bei 37 °C im Schuttelwasserbad vorinkubiert und
die Reaktion mit 1 mM NADH gestartet. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 150 pl. Nach Ablauf
der 15-minutigen Reaktionsdauer, wurde die Reaktion mit 150 pl kaltem MeOH gestoppt, anschlieRend
fiir 5 Minuten geschittelt und schlieBlich 5 Minuten bei 9.500 g zentrifugiert. Die so erhaltenen Proben
wurden entweder direkt per HPLC vermessen oder bei -20 °C weggefroren. Abweichungen von dieser

allgemeinen Prozedur sind gegebenenfalls direkt unter den Abbildungen in Kap. 4 vermerkt.



34 Experimentelle Methoden

3.11 Inkubationsstudien mit rekombinanten humanen mARC-Proteinen

Die Inkubationen mit rekombinanten humanen mARC-Proteinen wurden in 15 ml
Mikroreaktionsgefalen unter aeroben Bedingungen durchgefiihrt. Es wurden 20 mM MES-Puffer
pH 6,0 sowie das zu reduzierende Substrat vorgelegt. Jeder Ansatz enthielt 7,5 ug mARC, 75 pmol
Cyb5 und 7,5 pmol Cyb5R, fur Cyb5 und Cyb5R jeweils bezogen auf den Cofaktorgehalt. AnschlieRend
wurde der Ansatz fir 3 Minuten bei 37 °C im Schittelwasserbad vorinkubiert und die Reaktion mit
1 mM NADH gestartet. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 150 pl. Sobald die Reaktionsdauer
von 15 Minuten abgelaufen war, wurde die Reaktion mit 150 pl kaltem MeOH gestoppt, fir 5 Minuten
geschittelt und schlieRlich 5 Minuten bei 9.500 g zentrifugiert. Die so erhaltenen Proben wurden
entweder direkt per HPLC vermessen oder bei -20 °C weggefroren. Abweichungen von dieser
allgemeinen Prozedur sind gegebenenfalls direkt unter den Abbildungen in Kap. 4 vermerkt.

3.12 Inkubationsstudien mit rekombinanten prokaryotischen YcbX- und YiiM-

Proteinen

Die Inkubationen mit rekombinanten prokaryotischen YcbX- und YiiM-Proteinen wurden in 1,5 ml
Mikroreaktionsgefalen unter aeroben Bedingungen durchgefuhrt. Es wurde 100 mM Phosphat-Puffer
pH 6,0 vorgelegt, sowie das zu reduzierende Substrat. Jeder Ansatz fir YcbX enthielt: 10 pg YcbX und
5 ug CysJ. Jeder Ansatz fiir YiiM enthielt: 20 pg YiiM und 5 pg Fre. Nach Zugabe der Proteine wurde
der Ansatz fir 3 Minuten bei 37 °C im Schuttelwasserbad vorinkubiert und die Reaktion mit 1 mM
NAD(P)H gestartet. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 150 pl. Nach Ablauf der 15-minitigen
Reaktionsdauer, wurde die Reaktion mit 150 ul kaltem MeOH gestoppt, fiir 5 Minuten geschittelt und
schlieflich 5 Minuten bei 9.500 g zentrifugiert. Die so erhaltenen Proben wurden entweder direkt per
HPLC vermessen oder bei -20 °C weggefroren. Abweichungen von dieser allgemeinen Prozedur sind

gegebenenfalls direkt unter den Abbildungen in Kap. 4 vermerkt.
3.13 Inkubationsstudien mit humanen Zellkulturlinien

Alle Inkubationsstudien mit humanen Zelllinien wurden in 24er-Wellplates durchgefiihrt. Hierzu wurde
eine definierte Zellzahl (100.000 — 300.000 Zellen) in jedes Well gegeben (1 ml) und die Zellen im
Inkubator fur mindestens 2 Tage wachsen gelassen. Als Inkubationspuffer wurde Hank'’s balanced salt
solution pH 7,4 verwendet. Am Tag der Inkubation wurde das Medium entfernt und der Zellrasen mit
PBS-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde der substrathaltige Inkubationspuffer (250 pl) auf die
Zellen gegeben und die Platte bei 37 °C auf einem Schiittler inkubiert. Im Falle der Benzhydroxamséure
wurde fur die Lésungsvermittlung 0,5 % DMSO verwendet, fir Givinostat wurde eine Konzentration
von 5 % DMSO gewahlt. StandardmaRig wurden alle Inkubationen 180 Minuten durchgefinhrt.

AnschlieRend wurde das Inkubationsmedium abgenommen, mit dem gleichem Anteil an kaltem MeOH
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versetzt und fir 5 Minuten bei 9.500 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde direkt per HPLC vermessen

oder bei -20 °C fir weitere Untersuchungen weggefroren.

Zur Proteinbestimmung wurden die HEK293- und die Skov3-Zellen mithilfe von kaltem PBS-Puffer
durch mehrmaliges Auf- und Absaugen mit einer Pipette vom Boden geldst und quantitativ in ein
Eppendorfgefal Uberfihrt. Im Falle der HepG2-Zellen, wurde ein Zellschaber verwendet, da diese
Zellen wesentlich starkere Adhasionskrafte zum Boden austiben. Anschlielend wurden die Zellen bei
16.000 g fir 5Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in NP40-
Lysepuffer geldst, fir 3 Minuten auf einen Schittler gegeben, 20 Minuten auf Eis gelagert und im
Anschluss flr weitere 3 Minuten auf einen Schittler gegeben. Nach zweiminitigem Zentrifugieren bei
9.500 g wurde der Uberstand in ein neues EppendorfgefaR tiberfihrt und direkt mithilfe des BCA-Kits
der Proteingehalt bestimmt (Kap. 3.1) oder bei -20 °C weggefroren.

NP40-Lysispuffer: 150 mM NacCl
1 % (v/v) Nonidet® P-40
50 mM Tris-Base, pH 8,0
Complete Protease Inhibitor Cocktail

3.14 HPLC-Methoden zur Quantifizierung der Metaboliten
Im Folgenden sind alle HPLC-Analytiken fur die untersuchten Substrate und Metaboliten aufgefihrt.

3.14.1 Benzhydroxamsaure-Metaboliten

Stationare Phase: Phenomenex Gemini 5 pum, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm
Mobile Phase: 50 mM Kaliumdihydrogenphosphat pH 4,6

10 mM Tetramethylammoniumchlorid
10 % (v/v) Acetonitril

Retentionszeiten: Benzhydroxamsaure: 5,0 £ 0,2 min
Benzamid: 8,1+ 0,2 min
Benzoesaure: 12,8 £ 0,1 min

Laufzeit: 16 min

Wellenldnge des Detektors: 226 nm

Flussrate: 1,0 ml/min

Séulentemperatur: 25 °C
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Abb. 3.3: Repréasentatives Chromatogramm einer Inkubation von Benzhydroxamsiure mit
Mauseleberhomogenat.

Die Peaks mit der Retentionszeit zwischen 1,5 Minuten und 3 Minuten entstammen aus der Proteinquelle bzw.
von dem hinzugefugten NADH.

Fir die Quantifizierung von Benzamid und Benzoeséure wurden zwei Konzentrationsbereiche

kalibriert, da, je nach Probenursprung, stark variierende Konzentrationen erwartet wurden.

100000 - ° —— Benzamid

—— Benzoeséure

Signalflache [AU -ms]

0 T T T T
0 5 10
Konzentration [uM]

Abb. 3.4: Kalibrierung von Benzamid und Benzoesaure im Bereich von 0,1 bis 10 pM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die linearen Regressionsgeraden aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 20 pl. Es wurden 7 Konzentrationen im Bereich
von 0,1 pM bis 10 pM gewéhlt. Fir Benzamid liegt die mittlere Richtigkeit bei 98,9 + 4,5 % und am
Quantifizierungslimit von 0,25 pM bei 103,1 +4,0 %. Der Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9991. Fir
Benzoesdure liegt die mittlere Richtigkeit bei 99,6 +4,7 % und am Quantifizierungslimit von 0,25 pM bei
106,2 + 10,2 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,9999.
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Abb. 3.5: Kalibrierung von Benzamid und Benzoesaure im Bereich von 1 bis 500 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die linearen Regressionsgeraden aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 8 Konzentrationen im Bereich
von 1 uM bis 500 uM gewdhlt. Fiir Benzamid liegt die mittlere Richtigkeit bei 99,6 + 2,2 % und am
Quantifizierungslimit von 1 uM bei 94,2 + 3,9 %. Der Korrelationskoeffizient betrdgt 0,9999. Fiir Benzoesaure
liegt die mittlere Richtigkeit bei 96,6 + 2,0 % und am Quantifizierungslimit von 5 uM bei 86,1 + 4,8 %. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,9999.

3.14.2 Givinostat-Metaboliten

Stationare Phase: Zorbax SB-C18, 3,5 um, 50-2,1 mm
Vorséule: SB-C8, 5 um, 12,5-2,1 mm
Mobile Phase: A: 0,05 % (v/v) TFA in H0O
B: 0,05 % (v/v) TFA in Acetonitril
Flussrate: 0,5 ml/min
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 80
4 80
5 72
7 72
7,1 80
11 80
Retentionszeiten: Givinostat: 2,1+0,1 min
ITF2374: 3,9+0,1 min
ITF2375: 7,7+0,1 min
Wellenldnge des Detektors: 266 nm
Temperatur: Séaule: 20 °C

Proben: 10 °C
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Abb. 3.6: Reprasentatives Chromatogramm einer Inkubation von Givinostat mit Méuseleberhomogenat.
Der vordere Peak bei 1 Minute wird durch NADH verursacht und der kleinere Peak bei 2 Minuten entstammt aus
der Proteinquelle.

Fir die Quantifizierung von ITF2374 und ITF2375 wurden zwei Konzentrationsbereiche kalibriert, da

je nach Probenursprung stark variierende Konzentrationen erwartet wurden.
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Abb. 3.7: Kalibrierung von ITF2374 und ITF2375 im Bereich von 0,1 bis 10 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 8 Konzentrationen im Bereich
von 0,1 pM bis 10 puM gewdhlt. Fir ITF2374 liegt die mittlere Richtigkeit bei 95,8 + 10,4 % und am
Quantifizierungslimit von 0,5 uM bei 106,1 + 14,0 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9960. Fir ITF2375
liegt die mittlere Richtigkeit bei 97,8 £ 7,2 % und am Quantifizierungslimit von 0,5 pM bei 109,0 + 2,8 %. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,9973.
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Abb. 3.8: Kalibrierung von ITF2374 und ITF2375 im Bereich von 1 bis 100 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben, doppelt vermessen. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden
8 Konzentrationen im Bereich von 1 pM bis 100 uM gewéhlt. Fir ITF2374 liegt die mittlere Richtigkeit bei
94,3+ 12,4 % und am Quantifizierungslimit von 5 uM bei 90,4 + 11,3 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt
0,9964. Fiir ITF2375 liegt die mittlere Richtigkeit bei 91,6 + 13,1 % und am Quantifizierungslimit von 5 uM bei
87,6 £ 0,9 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9947.

3.14.3 Vorinostat-Metaboliten

Stationare Phase: Phenomenex Gemini 5 pm, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm
Mobile Phase: 100 mM Kaliumdihydrogenphosphat
23 % (v/v) Acetonitril
Retentionszeiten: Vorinostat; 6,7 +0,1 min
DS116: 8,9+ 0,1 min
DS92: 18,9+ 0,2 min
Laufzeit: 22 min
Wellenlange des Detektors: 254 nm
Flussrate: 1,0 ml/min

Saulentemperatur: Raumtemperatur
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Abb. 3.9: Uberlagerung zweier Chromatogramme zur Darstellung der Analytik.

In schwarz ist eine Inkubation von 1 mM Vorinostat mit Schweinelebermitochondrien dargestellt, in grau das
Chromatogramm der 100 uM Kalibrierung. Der vordere Peak bei 1 Minute kommt durch den Zusatz von DMSO
und NADH zustande.

Fur die Kalibrierung des bei der Reduktion entstehenden Amids DS116 sowie der bei der Hydrolyse
entstehenden Carbonsaure DS92 wurden folgende Kalibriergeraden ermittelt:
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Abb. 3.10: Kalibrierung von DS116 und DS92 im Bereich von 0,5 bis 100 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die linearen Regressionsgeraden aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 8 Konzentrationen im Bereich
von 0,5 UM bis 100 uM gewahlt. Fir DS116 liegt die mittlere Richtigkeit bei 103,0 £ 4,1 % und am
Quantifizierungslimit von 1 pM bei 106,4 £ 4,1 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9999. Fir DS92 liegt die
mittlere Richtigkeit bei 101,1 + 3,9 % und am Quantifizierungslimit von 0,5 pM bei 98,7 + 0,6 %. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,9999.
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3.14.4 Bufexamac-amid

Stationdre Phase: Phenomenex Gemini 5 pm, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsdule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm
Mobile Phase: 50 mM Kaliumdihydrogenphosphat pH 4,4

10 mM Tetramethylammoniumchlorid
45 % (v/v) Methanol

Retentionszeiten: Bufexamac: 16,9 £ 0,1 min
Bufexamac-amid: 20,9+ 0,1 min
Bufexamac-carbonsaure: 28,5+ 0,2 min
Laufzeit: 32 min
Wellenldnge des Detektors: 228 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Saulentemperatur: Raumtemperatur
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Abb. 3.11: Repréasentatives Chromatogramm einer Probe mit unterschiedlichen Konzentrationen von
Bufexamac, des Amids und der Carbonsaure.
Der vordere Peak bei 1 Minute kommt durch den Zusatz von DMSO und NADH zustande.
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Abb. 3.12: Kalibrierung des Bufexamac-Amids im Bereich von 1 bis 250 pM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 7 Konzentrationen im Bereich
von 1 pM bis 250 pM gewadhlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 104,8 + 11,3 % und am Quantifizierungslimit
von 1 uM bei 127,5 + 10,2 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9994.
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3.14.5 LpxC-Inhibitoren-Metaboliten

Zur Quantifizierung der Metaboliten 50001, 50027 und 50231 wurde folgende Séule mit den
FlieBmitteln verwendet:

Stationére Phase: SunFire™ C18, 150-4,6 mm, 3,5 um
Vorséule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm
Mobile Phase: A: 0,1 % (v/v) Ameisensaure in H,O
B: 0,1 % (v/v) Ameisenséure in Acetonitril
Wellenldnge des Detektors: 280 nm
Flussrate: 0,65 ml/min
Séulentemperatur: Raumtemperatur

3.14.5.1 Quantifizierung des Metaboliten 50001

Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 85
0,5 85
8 70
8,5 5
10,5 5
11 85
17 85
Retentionszeiten: 4975: 8,4 + 0,1 min
50001 8,9+ 0,1 min
1,5
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Abb. 3.13: Reprasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe.
Die Konzentration von 4975 betrug 500 uM und von 50001 100 pM.
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Abb. 3.14: Kalibrierung von 50001 im Bereich von 1 bis 100 uM.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 6 Konzentrationen im Bereich
von 1 uM bis 100 uM gewdhlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 102,5 £ 6,2 % und am Quantifizierungslimit von
1 uM bei 115,1 £ 4,8 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,9999.

3.14.5.2 Quantifizierung des Metaboliten 50027

Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 92,5
0,5 92,5
9,5 75
10 5
12 5
12,5 92,5
17 92,5
Retentionszeiten: 5339: 8,2+ 0,1 min
50027: 9,1+ 0,2 min
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Abb. 3.15: Repréasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe.
Die Konzentration von 5339 betrug 500 uM und von 50027 100 pM.
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Abb. 3.16: Kalibrierung von 50027 im Bereich von 1 bis 100 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 6 Konzentrationen im Bereich
von 1 uM bis 100 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 97,3 £ 5,7 % und am Quantifizierungslimit von
1 uM bei 86,3 + 0,1 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9999.

3.14.5.3 Quantifizierung des Metaboliten 50231

Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 80
0,5 80
10 30
10,25 5
12,25 5
12,75 80
15 80
Retentionszeiten: 50030: 8,9+ 0,1 min
50231: 9,5+ 0,1 min
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Abb. 3.17: Repréasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe.
Die Konzentration von 50030 betrug 500 uM und von 50231 100 pM.
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Abb. 3.18: Kalibrierung von 50231 im Bereich von 1 bis 100 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 6 Konzentrationen im Bereich
von 1 uM bis 100 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 99,3 £ 1,5 % und am Quantifizierungslimit von
1 uM bei 96,9 + 0,1 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9999.

3.14.5.4 Quantifizierung von H191-Metaboliten

Stationare Phase:

Phenomenex Gemini 5 um, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorséule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase: A: 10 mM Dikaliumhydrogenphosphat, pH 9,0
B: Methanol
Flussrate: 0,8 ml/min
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 45
13 45
15 10
20 10
22 45
27 45
Retentionszeiten: H191-carbonsaure: 7,0+ 0,1 min
H191: 10,2 £ 0,2 min
H191-amid: 16,0 £ 0,2 min
Wellenlange des Detektors: 288 nm
Temperatur: Saule: 25 °C

Proben: 18 °C
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Abb. 3.19: Repréasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe von H191.
Der vordere Peak bei 2 Minuten wird durch NADH verursacht und der Peak bei 19 Minuten wurde nicht néher
identifiziert. Die Konzentration von H191 betrug 500 uM von den Metaboliten jeweils 100 uM.

Zur Quantifizierung der Metaboliten von H191 wurden die Wiederfindungen von H191-amid und
H191-carbonsdure verwendet, da die Ausgangssubstanz H191 bereits deutliche Mengen an H191-
carbonsdure enthielt. Die Wiederfindungen wurden analog zu Kap. 3.7 durchgefuhrt, jedoch als
Proteinquelle nur die mitochondriale porcine Fraktion verwendet und diese zuvor bei 100 °C im
Wasserbad fur 5 Minuten hitzeinaktiviert. Den Ansdtzen wurde jeweils 1 mM H191 und die
unterschiedlichen Konzentrationen an H191-amid und H191-carbonséure zugesetzt.
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Abb. 3.20: Wiederfindungen von H191-amid und H191-carbonséure im Bereich von 0 bis 100 uM.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben, doppelt vermessen. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden
8 Konzentrationen im Bereich von 0,5 uM bis 100 uM gewahlt. Fir H191-amid liegt die mittlere Richtigkeit bei
101,1 + 4,3 % und am Quantifizierungslimit von 1 uM bei 109,5 + 1,8 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt
0,9998. Fir H191-carbonsdure liegt die mittlere Richtigkeit bei 98,5 £ 4,0 % und am Quantifizierungslimit von
1 uM bei 92,3 £ 3,2 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9999. Die Ausgangsverbindung H191 war bereits
mit H191-amid verunreinigt.
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3.146 CP544439-amid

Stationare Phase:

SunFire™ C18, 150-4,6 mm, 3,5 um
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase: A: 0,2 % (v/v) Ameisensaure in H,O
B: 0,2 % (v/v) Ameisenséure in Acetonitril
Flussrate: 1,0 ml/min
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 60
3 60
7 10
11 10
11,5 60
16 60
Retentionszeiten: CP544439: 47+ 0,1 min
CP544439-amid: 5,9+ 0,1 min
CP544439-carbonsaure: 6,9 £ 0,1 min
Wellenlange des Detektors: 247 nm
Temperatur: Saule: 25 °C

Proben: 18 °C
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Abb. 3.21: Repréasentatives Chromatogramm von einer Inkubation mit 500 uM CP544439 und mARCL.
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Abb. 3.22: Kalibrierung von CP544439-amid im Bereich von 0,5 bis 500 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 9 Konzentrationen im Bereich
von 0,5 uM bis 500 uM gewdhlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 101,9 + 8,8 % und am Quantifizierungslimit
von 1 uM bei 103,4 + 3,3 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9986.

3.14.7 Phenacetin

Stationare Phase:

Phenomenex Gemini 5 um, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase:

1 % (v/v) Ameisensaure in H,O
25 % (v/v) Acetonitril

Retentionszeiten: N-Hydroxyphenacetin: 7,1+ 0,2 min
Phenacetin: 8,8 +0,2 min

Laufzeit: 12 min

Wellenldnge des Detektors: 245 nm

Flussrate: 1,0 ml/min

Saulentemperatur: Raumtemperatur

0,10

0,05+

Signal [AU]

il

0,00

[V s w

Zeit [min]

Abb. 3.23: Reprasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe von Phenacetin.
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Abb. 3.24: Kalibrierung von Phenacetin im Bereich von 0,5 bis 50 puM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben, jeweils doppelt vermessen. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 7
Konzentrationen im Bereich von 0,5 uM bis 50 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 92,9 + 4,7 % und
am Quantifizierungslimit von 0,5 UM bei 89,7 £ 2,5 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9985.

3.14.8 N-Methylbenzamid

Stationare Phase:

SunFire™ C18, 150-4,6 mm, 3,5 um
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase: A: 0,11 % (v/v) Ameisensdure in H2O, pH 4,0, 10 % (v/v) Acetonitril
B: Acetonitril
Flussrate: 0,65 ml/min
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 100
20 100
21 80
30 80
31 100
38 100
Retentionszeiten: N-Methylbenzamid: 20,5+ 0,1 min
N-Methylbenzhydroxamsdure: 21,7 £ 0,1 min
Benzoesaure: 28,4+ 0,1 min
Wellenldnge des Detektors: 245 nm
Séulentemperatur: 35°C
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Abb. 3.25: Reprasentatives Chromatogramm einer Inkubation von 500 uM N-Methylbenzhydroxamsaure
mit mARCL.
Der Peak bei 25 Minuten wird durch den Gradienten verursacht.
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Abb. 3.26: Kalibrierung von N-Methylbenzamid im Bereich von 0,5 bis 250 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 9 Konzentrationen im Bereich
von 0,5 UM bis 250 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 107,7 + 13,9 % und am Quantifizierungslimit
von 1 pM bei 119,4 + 24,7 %. Der Korrelationskoeffizient betragt 0,9989.
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3.15 Benzanilid

Stationare Phase: SunFire™ C18, 150-4,6 mm, 3,5 um
Vorséaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm
Mobile Phase: A: 0,1 % (v/v) Ameisensaure in H,O
B: 0,1 % (v/v) Ameisenséure in Acetonitril
Flussrate: 0,65 ml/min
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 80
0,5 80
10 30
10,25 5
12,25 5
12,75 80
16 80
Retentionszeiten: N-Phenylbenzhydroxamsdure: 12,3+ 0,1 min
Benzanilid: 14,3+ 0,1 min
Wellenldnge des Detektors: 261 nm
Saulentemperatur: Raumtemperatur
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Abb. 3.27: Repréasentatives Chromatogramm einer Wiederfindungsprobe.
Die Konzentration von N-Phenylbenzhydroxamséure betrug 500 uM und von Benzanilid 100 pM.
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Abb. 3.28: Kalibrierung von Ben

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 8 Konzentrationen im Bereich
von 0,5 UM bis 100 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 104,2 + 10,3 % und am Quantifizierungslimit

Konzentration [uM]

zanilid im Bereich von 0,5 bis 100 pM.

von 1 uM bei 96,8 = 0,1 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,9983.

3.15.1 Benzamidin

Stationare Phase:

LiChrospher 60 RP-select B, 5 um, 250-4 mm
Vorséule: LiChrospher 60 RP-select

Mobile Phase:

10 mM Octylsulfonat
20 % (v/v) Acetonitril

Retentionszeiten: Benzamidoxim: 9,3+ 0,3 min
Benzamidin: 16,3 £ 0,3 min
Laufzeit: 20 min
Wellenldnge des Detektors: 229 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Saulentemperatur: Raumtemperatur
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Abb. 3.29: Représentatives Chromatogramm einer Inkubation von 1,5 mM Benzamidoxim mit mARC2.

Der vordere Peak bei 2,1 Minuten kommt durch den NADH-Zusatz zu Stande.
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Abb. 3.30: Kalibrierung von Benzamidin im Bereich von 0,5 bis 500 uM.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung sowie die lineare Regressionsgerade aus einer Messreihe
mit 2 parallel bestimmten Proben. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Es wurden 9 Konzentrationen im Bereich
von 0,5 uM bis 500 uM gewahlt. Die mittlere Richtigkeit liegt bei 95,3 £ 5,1 % und am Quantifizierungslimit von
0,5 UM bei 85,3 £ 8,9 %. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,9999.

3.15.2 Benzamidin, Guanabenz und Benzamid im Rahmen der Koinkubation

Zur Bestimmung der Konzentration von Benzamidin wurde die unter Kap. 3.15.1 beschriebene Methode

leicht modifiziert:

Stationare Phase:

LiChrospher 60 RP-select B, 5 um, 250-4 mm
Vorséule: LiChrospher 60 RP-select

Mobile Phase: A: 10 mM Octylsulfonat, 20 % (v/v) Acetonitril
B: Acetonitril
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 100
16 100
16,1 30
29 30
29,1 100
35 100
Retentionszeiten: Benzamidoxim: 7,4 0,3 min
Benzamidin: 16,6 £ 0,1 min
Wellenlange des Detektors: 229 nm
Flussrate: 1,0 ml/min

Saulentemperatur:

Raumtemperatur
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Zur Bestimmung der Konzentration von Guanabenz wurde folgende Methode verwendet:

Stationare Phase:

Phenomenex Gemini 5 um, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase: 100 mM Ammoniumacetat, pH 4,0
30 % (v/v) Methanol
Retentionszeiten: Guanoxabenz: 18,1 £ 0,1 min
Guanabenz: 22,8 +0,1 min
Wellenlange des Detektors: 272 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Séulentemperatur: 25°C

Zur Bestimmung der Konzentration von Benzamid wurde folgende Methode verwendet:

Stationare Phase:

Phenomenex Gemini 5 pm, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18, 4-3,0 mm

Mobile Phase: A: 50 mM Kaliumdihydrogenphosphat,
10 mM Tetramethylammoniumchlorid, 10 % (v/v) Acetonitril
B: Acetonitril
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 100
8 100
8,1 30
12 30
12,1 100
17 100
Retentionszeiten: Benzhydroxamsaure: 5,0 £ 0,3 min
Benzamid: 7,6 £0,1 min
Wellenlange des Detektors: 210 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Séulentemperatur: 25 °C

3.15.3 Benzamid in Anwesenheit von FAD

Stationare Phase:

Phenomenex Gemini 5 pm, NX C18, 110 A, 150-4,6 mm
Vorsaule: Phenomenex C18 4-3,0 mm

Mobile Phase: A: 50 mM Kaliumdihydrogenphosphat,
10 mM Tetramethylammoniumchlorid, pH 4,58
B: Acetonitril
Gradient: Zeit [min] Mobile Phase A [%]
0 95
2 95
18 80
18,5 95
20 95
Retentionszeiten: Benzhydroxamsaure: 7,6 £0,1 min
Benzamid: 11,0 £ 0,1 min
Wellenldnge des Detektors: 226 nm
Flussrate: 1,0 ml/min
Séulentemperatur: 25 °C
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3.16 Cyclovoltammetrische Untersuchungen

Die elektrochemischen Untersuchungen zum mMARC-Enzym fanden in Kooperation mit dem
Arbeitskreis von Prof. Bernhardt an der Queensland University in Brisbane, Australien statt. Fir alle
cyclovoltammetrischen Untersuchungen in dieser Arbeit wurden dieselben Proteinchargen an Cyb5,
mMARC1 und mARC2 verwendet. Die Herstellung der Chargen ist unter Kap. 3.4 beschrieben. Die
Durchfiuihrung erfolgte analog zur publizierten Methode von Kalimuthu (Kalimuthu et al., 2017), wobei
die Praparation der Arbeitselektrode nach der Methode von Tkac und Davis erfolgte (Tkac und Davis
2008).

Die Oberflache einer Goldelektrode wurde zundchst mit 0,1 M NaOH von Ruickstanden vorheriger
Messungen befreit. Dann folgte die mechanische Reinigung mit Alumiumoxidschlamm und
anschlieend wurde die Elektrode in einem Ultraschallbad von dem Aluminiumoxid befreit. An die
mechanische Reinigung schloss sich die chemische Reinigung mit einer Piranha-Ldsung (3 Teile H2SO4
und 1 Teil H,0,) an. Zum Polieren wurde die Elektrode in eine 0,1 M H,SO4-Lésung getaucht und es
wurden einige CV-Scans durchgefiihrt. Um die Oberflache zu modifizieren wurde die Elektrode in eine
10 mM Ldésung aus Mercaptobernsteinsaure in Ethanol fur 3 Stunden eingetaucht. Danach wurden 2 pul
einer 0,25 % Chitosan Ldsung in 1 % Essigsaure auf die Elektrode pipettiert und diese im Kihlschrank
bei 4 °C gelagert, bis die Lésung getrocknet war. Dieses Vorgehen wurde fiir Cyb5 (2 ul einer 17 uM
Losung) und mARC (3 pl einer 250 uM Loésung) wiederholt. Um die Proteine nahe der
Elektrodenoberflache verweilen zu lassen, wurde eine semipermeable Membran mit einem Cutoff von
3,5 kDa Uber die Elektrode gespannt, die zuvor mit Wasser befeuchtet worden war. Zur Fixierung
wurden O-férmige Gummiringe verwendet. Die so erhaltenen Elektroden wurden fiir die Messungen

verwendet.
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Abb. 3.31: Schematische Darstellung der elektrochemischen Zelle (nach Elgrishi et al., 2017).
Die Proteine Cyb5 und mARC wurden nahe der Elektrodenoberflache mittels einer semipermeablen Membran mit
einem Cutoff von 3,5 kDa gehalten.

Die Anordnung der Elektroden der elektrochemischen Zelle ist in Abb. 3.31 dargestellt. Es wurde ein
Platindraht als Gegenelektrode, eine Silber/Silberchlorid-Referenzelektrode, ein BAS-C3-Zellstdnder
und ein BAS-100B-Potentiostat der Firma BAS Inc. verwendet. Die Zelle sowie alle Lésungen wurden
vor der Messung flir mindestens 10 Minuten mit Stickstoff begast, um mdglichen gelésten Sauerstoff
zu verdrangen. Alle Experimente wurden bei 30 °C mit 100 mM Phosphatpuffer pH 6,0 durchgefiihrt.
Das Initialvolumen in der Zelle betrug standardmaiig 1000 ul. Durch mehrmaliges Scannen wurde ein
konstantes Cyclovoltammogramm fir die Cyb5-Antwort sichergestellt. AnschlieRend konnte mit dem
Hinzuftigen substrathaltiger Losung die Messung gestartet werden. Die Scanrate betrug 5 mV-s™. Als

Software wurde die BAS-100W-Software verwendet.

Zur Auswertung der Daten wurde die gemessene Stromstdrke bei einem Potential von -109 mV
verglichen. Hierzu wurde die Differenz der gemessenen Stromstarke fiir jede Konzentration im
Vergleich zur gemessenen Stromstarke ohne Substratzusatz verwendet. Die so erhaltene Stromstérke
wurde gegen die Konzentration aufgezeichnet und die Kn- und Vma-Werte, wie unter Kap. 3.17

beschrieben, bestimmt.
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317 Bestimmung der Kinetikparameter Km und Vmax

Zur Bestimmung der Parameter Kn und Vmax flr die untersuchten Reaktionen wurde die Software
GraphPad Prism Version 6.01 verwendet. Es wurde eine nicht lineare Regressionsanalytik im Format
der Michaelis Menten-Beziehung (Formel 3.1) gewdhit.

- Umax * [S]
° K +[5]
Formel 3.1: Michaelis-Menten-Gleichung.
Vo: Umsetzungsgeschwindigkeit bei der Konzentration [S]

Vmax:  Maximale Umsetzungsgeschwindigkeit bei unendlich hoher Substratkonzentration

[S]:  Substratkonzentration

Km:  Michaelis-Menten-Konstante (entspricht der Substratkonzentration bei halbmaximaler
Umsetzungsgeschwindigkeit)
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4 Biotransformationsstudien zu Hydroxamsauren

4.1 Inkubationsstudien zur Benzhydroxamsaure

4.1.1  Einfihrung zu Benzhydroxamsaure

Vorherige Untersuchungen konnten bereits eine Reduktion von Benzhydroxamsdure zu Benzamid mit
porcinen Leberzellmitochondrien (Amschler, 2004) sowie rekombinant exprimierten mARC Enzymen
(Froriep, 2013) nachweisen. Ausgehend hiervon sollten fir die in dieser Arbeit verwendeten
Enzymchargen die Umsetzungsraten erneut bestimmt werden, um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse
mit anderen Hydroxamsdurederivaten zu gewahrleisten. Die Abb. 4.1 zeigt schematisch die

Umsetzungsmaoglichkeiten der Benzhydroxamsaure.

o
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Abb. 4.1: Reduktion und Hydrolyse von Benzhydroxamséaure.

Zunéchst wurden Untersuchungen mit subzellularen porcinen Fraktionen (zur Herstellung Kap. 3.2)
durchgefuhrt, um eine mdgliche Reduktion zu Benzamid zu detektieren. Bei diesen subzelluldren
Fraktionen handelt es sich aufgrund der Herstellung durch Zentrifugation um jeweils angereicherte
Fraktionen. Somit ist eine Kreuzkontamination mit Bestandteilen anderer Fraktionen nicht
auszuschlieBen. Deshalb ist fir die Bewertung stets die Anreicherung der betrachteten Reaktion von

groler Bedeutung.

Neben der Reduktion wurde die Hydrolyse zur Benzoeséure ebenfalls detektiert und quantifiziert. Zur
Quantifizierung siehe Kap. 3.14.1.
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4.1.2 Ergebnisse

4.1.2.1 Subzellulare porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung zu Benzamid und Benzoesdure nach Inkubation von
Benzhydroxamséure mit subzelluldren porcinen Fraktionen mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der
unterschiedlichen Fraktionen werden in Abb. 4.2 dargestellt.
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Abb. 4.2: Inkubation von Benzhydroxamsaure mit subzellularen porcinen Fraktionen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Benzhydroxamséure betrug 1 mM. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.10 beschrieben durchgefuhrt.
# = unterhalb des Quantifizierungslimits von 1 nmol-mg Protein™*-min.

Anhand dieser Daten ist ersichtlich, dass in allen vier Subfraktionen eine Reduktion der
Benzhydroxamséure zu Benzamid katalysiert wird. Eine deutliche Anreicherung ist hierbei fir die
mitochondriale Fraktion zu beobachten. Zugleich ist eine verminderte Aktivitat fur die mikrosomale
sowie die cytosolische Fraktion zu erkennen. Die Hydrolyse zur Benzoesdure ist auch zu beobachten
und Ubersteigt im Homogenat die Reduktion. Die Hydrolyseaktivitat ist in der mikrosomalen Fraktion
angereichert. Im Cytosol und in den Mitochondrien ist die Umsetzung zur Benzoesaure so niedrig, dass

eine Quantifizierung mit ausreichender Sicherheit nicht mdglich war.
4.1.2.2 Rekombinantes humanes mARC

Durch die Anreicherung in der mitochondrialen Fraktion (Abb. 4.2) lag eine Beteiligung von mARC an
der Reduktion nahe, was durch die Inkubation mit rekombinant in E. coli hergestellten Proteinen
Uberpraft worden ist. Hierzu wurde das rekonstituierte rekombinante Enzymsystem, bestehend aus der
Cyb5R, Cyb5 und mARC genutzt.
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Abb. 4.3: Inkubation von Benzhydroxamséaure mit rekombinanten mMARC1 und mARC?2.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhdngigen Proben. Fir die
Zusammensetzung sowie Durchfiihrung der Inkubationen siehe Kap. 3.11.

Sowohl fiir mARC1 als auch fiir mARC2, stellt die Benzhydroxamséure ein Substrat dar (Abb. 4.3).
Der Kn-Wert betragt fir mARC1 0,3 £ 0,1 mM und fir mMARC2 2,1 + 0,3 mM. Der Vma-Wert betragt
fir mARC1 74 £ 7 nmol-mg Protein®-min™ und fir mARC2 314 + 23 nmol-mg Protein™-min. Zur
Ermittlung der Werte siehe Kap. 3.17. Ausgehend vom Vma-Wert kann die Benzhydroxamséure von
MARC2 mit 4-fach héherer Geschwindigkeit reduziert werden als im Vergleich zu mARCL, jedoch ist
die Affinitdt von mARC2, gemessen an dem Kn-Wert, im Vergleich zu mARC1 um den Faktor 7

geringer.
4.1.2.3 Murine Organhomogenate

Um den Einfluss der mARC-relevanten Reduktion von Hydroxamséauren weiter zu testen, wurden als
Testsystem die Organe von Wildtyp- und mARC2-Knockout-Mausen verwendet, in denen das mARC2-
Gen mithilfe der homologen Rekombination ausgeschaltet wurde. Es wurden jeweils sechs Wildtyp-
und sechs Knockout-Méause fur die Untersuchungen verwendet. Die Mause wurden nach Kap. 3.3
verarbeitet, um diese als Enzymquelle fir weitere Inkubationsstudien nutzen zu kénnen. Fir die
Versuche wurde zundchst der Knockout per SDS-Page/Western Blot-Analyse Uberprift (Kap. 3.7 und
3.8). Die Ergebnisse der Western Blots sind im Anhang Abb. 1 — 3 zu finden.

Anhand dieser Untersuchung wird der mARC2-Knockout deutlich, auch wenn bei den Knockout-
Proben zum Teil schwache Banden fir mARC2 zu erkennen sind. Diese treten insbesondere bei den
Leberhomogenaten auf (Anhang Abb. 1). Das Vorhandensein dieser Banden l&sst sich dadurch erkléren,
dass der mARC2-Antikorper in einem schwachen Ausmal® auch an mARCL1 bindet. Diese Bindung

zeigten auch Experimente mit rekombinanten Proteinen (Daten nicht gezeigt).
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Um die verminderte N-reduktive Aktivitat zu demonstrieren wurden anschlieBend die Umsetzungsraten

des Modellsubstrats Benzamidoxim mit den Homogenaten bestimmt.
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Abb. 4.4: Inkubation von Benzamidoxim mit murinen Wildtyp- und mARC2-Knockout-Proben.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 6 Mausen, doppelt vermessen. WT = Wildtyp,
KO = Knockout-mARC2. Die Konzentration von Benzamidoxim betrug 3 mM, die Proteinmenge 0,1 mg pro
Ansatz und die Inkubationszeit 20 Minuten. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.10 beschrieben
durchgefiihrt. Fiir den Vergleich der Aktivitdten wurde ein ungepaarter t-Test angewendet. **** = p < 0,0001.
# = unterhalb der Quantifizierungsgrenze von 0,075 nmol-mg Protein’*-min-.

Gegeniiber dem Modellsubstrat Benzamidoxim konnte in jedem untersuchten Gewebetyp eine
signifikante Reduzierung der N-reduktiven Aktivitat (Knockout versus Wildtyp) nachgewiesen werden
(Abb. 4.4). Insgesamt fallen die Umsetzungsraten relativ gering aus. Da bereits bekannt war, dass es
sich bei den Hydroxamsduren um Substrate handelt, die wesentlich schlechter umgesetzt werden als
Amidoxime, wurde versucht die quantifizierbare Menge an Metaboliten zu erhohen. Hierflr wurde eine
Protein- und Zeitabhéngigkeit durchgefiihrt. Somit sollte die quantifizierbare Menge an Amid in
nachgeschalteten Experimenten gesteigert werden kénnen.
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Abb. 4.5: Inkubationen muriner Leberhomogenate mit Benzamidoxim.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Benzamidoxim betrug 3 mM. Die Inkubationen wurden wie unter Kap.3.10 beschrieben durchgefiihrt.
(A) Zeitabhangigkeit. (B) Proteinabhéngigkeit. Die Inkubationszeit betrug 20 Minuten.
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In Abb. 4.5 wurde der Einfluss der Inkubationszeit und der Proteinmenge auf die reduktive
Enzymaktivitat untersucht. Anhand der guten R2-Werte von 0,9976 (Inkubationszeit) und 0,9802
(Proteinmenge) wurden die Inkubationsbedingungen fiir Benzhydroxamséure auf 90 Minuten und 0,5

mg Protein pro Ansatz angepasst.

Um nun den Einfluss des mARC2-Knockouts auf die Reduktion der Benzhydroxamsdure zum

Benzamid zu tberprifen, wurde nachfolgend eine Inkubation mit Benzhydroxamséure durchgefiihrt.
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Abb. 4.6: Inkubation von Benzhydroxamsaure mit murinen Wildtyp- und mARC2-Knockout-Proben.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 6 Mausen, doppelt vermessen. WT = Wildtyp,
KO = Knockout-mARC2. Die Konzentration von Benzhydroxamséure betrug 3 mM, die Proteinmenge 0,5 mg pro
Ansatz und die Inkubationszeit 90 Minuten. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.10 beschrieben
durchgeflhrt. Fir den Vergleich der Aktivitdten in der Niere wurde ein ungepaarter t-Test angewendet.
*** = p < 0,001. (A) Bestimmung der reduktiven Aktivitat durch Quantifizierung von Benzamid. (B) Bestimmung
der hydrolytischen Aktivitat durch Quantifizierung von Benzoeséure.

Im Rahmen dieses Versuchs konnte weder fiir die Leber noch fiir die Lunge eine Senkung der
N-reduktiven Aktivitdt gegeniber Benzhydroxamsdure in Knockout- versus Wildtypmausen
nachgewiesen werden (Abb. 4.6A). Lediglich die Niere wies eine verringerte Aktivitat in geringem
Umfang auf. Diese Verringerung der Aktivitat konnte fur die Hydrolyse in der Niere nicht bestimmt
werden (Abb. 4.6B). Insgesamt sind die gemessenen Aktivitdten fiir die Hydrolyse deutlich erhoht im
Vergleich zur reduktiven Aktivitat.

41.2.4 Humane Zellkulturen

Um die Relevanz des Metabolismus von Hydroxamsauren auch auf zelluldrer Ebene zu beweisen,
wurden Zellkulturstudien in Anlehnung an die bereits durch Plitzko publizierten Experimente
durchgefuhrt (Plitzko et al., 2013). Es wurden die drei folgenden Zelllinien ausgewéhlt: HEK293,
HepG2 und Skov-3.

Die Kultivierungsbedingungen fur jede Zelllinie sind unter Kap. 3.5 beschrieben. Zur Durchfiihrung der

Inkubationsstudien siehe Kap. 3.13.
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41241 HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen stammen aus humanem embryonalen Nierengewebe. Sie wurden mit einem
Adenovirus infiziert und immortalisiert. Diese Zelllinie ist weitverbreitet und leicht zu transfizieren.
Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass das Genom eher neuronalen Zellen als Nierenepithelzellen
&hnelt (Shaw et al., 2002). Diese Zelllinie wurde ausgewahlt, da sie Uber eine hohe Expression von

MARC1 verfiigt, wie vorherige Untersuchungen zeigen konnten.

Abb. 4.7: Mikroskopische Aufnahme der verwendeten HEK293-Zellen.

Im ersten Schritt wurde eine Zeitabhangigkeit durchgefiihrt, um die standardmagige Inkubationszeit von
180 Minuten zu Oberprifen. Zudem wurde eine Substratabhangigkeit ermittelt, um die kinetischen

Parameter zu bestimmen:
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Abb. 4.8: Reduktion von Benzhydroxamsaure in HEK293-Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 unabhéngigen Proben. Alle Werte wurden
um die nichtenzymatische Reduktion korrigiert. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13 beschrieben
durchgefiihrt. (A) Zeitabhangigkeit. Die Konzentration von Benzhydroxamsdure betrug 3 mM.
(B) Substratabhangigkeit. Fiir die kinetischen Parameter siehe Tab. 4.1.

Wie aus Abb. 4.8 ersichtlich ist weist das System eine Linearitét innerhalb der Inkubationszeit von 0 bis
200 Minuten auf (R2 = 0,9817). Somit eignete sich die Inkubationszeit von 180 Minuten fur weitere
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Experimente. Zur Vergleichbarkeit von unterschiedlichen Zelllinien und Substraten wurden zudem die
Vmax- und Kp-Werte anhand einer Substratabhangigkeit bestimmt. Da bis zu einer Konzentration von
3 mM die reduktive Aktivitat mit der Erhohung der Substratkonzentration anstieg, wurde fur weitere
Experimente die Konzentration von 3 mM gewdhlt. Somit findet im zelluléren System eine deutliche
Reduktion von Benzhydroxamséure zu Benzamid statt. Um die Beteiligung des mARC-Enzymsystems
an dieser Reaktion zu bestdrken, wurden siRNA-Experimente in humanen Zellen durchgefiihrt
(Kap. 3.6).
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Abb. 4.9: siRNA-vermittelter Knockdown der unterschiedlichen mARC-Formen in HEK293-Zellen zur
Uberprifung der Reduktion von Benzhydroxamsaure durch mARC.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 unabhangigen Proben. Die Anzahl der
ausgesaten Zellen pro Well betrug 5-10° Zellen. Die Inkubation wurde 3 Tage nach der Transfektion durchgefuhrt.
Die Konzentration von Benzhydroxamséure betrug 3 mM. NC = Negativkontrolle (scrambled RNA). Die
Signifikanzen wurden mithilfe einer Einweg-Varianzanalyse bestimmt. ns = nicht signifikant, ** = p < 0,01. Alle
Werte wurden um die nicht enzymatische Reduktion Korrigiert. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13
beschrieben durchgefiihrt. mMARC2 konnte per Western Blot-Analyse nicht detektiert werden.

Der mARC1-Knockdown fiihrt zu einer deutlichen Senkung der reduktiven Aktivitat um mehr als 50 %
im Vergleich zur Negativkontrolle (scrambled RNA), der mARC2-Knockdown hingegen zeigt keinen
signifikanten Einfluss auf die Reduktion der Benzhydroxamséure. Die erhaltene Proteinmenge war sehr
gering, sodass die Western Blot-Analyse nur schwache Banden fiir mARC1 und keine Banden fur
MARC?2 lieferte.
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41242 HepG2-Zellen

Die untersuchten HepG2-Zellen stammen aus dem hepatischen Krebsgewebe eines 15-jahrigen
hellhdutigen Amerikaners. Morphologisch dhneln sie Epithelzellen. Diese Zelllinie wurde ausgewahlt,

da hepatisches Gewebe ber eine hohe metabolische Aktivitat verfugt.

Abb. 4.10: Mikroskopische Aufnahme der verwendeten HepG2-Zellen.

In Analogie zu den zuvor behandelten HEK293-Zellen wurden sowohl eine Zeit-, als auch eine
Substratabhangigkeit durchgefihrt.
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Abb. 4.11: Reduktion von Benzhydroxamsaure in HepG2-Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 unabhé&ngigen Proben Alle Werte wurden
um die nichtenzymatische Reduktion korrigiert. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13 beschrieben
durchgefiihrt. (A) Zeitabhangigkeit. Die Konzentration von Benzhydroxamsdure betrug 3 mM.
(B) Substratabhangigkeit. Fir die kinetischen Parameter siehe Tab. 4.1.

Die Zeitabhangigkeit verdeutlicht, dass die Reaktion Uber einen Zeitraum von 300 Minuten linear
verlduft (Abb. 4.11A). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde eine standardmalige Inkubationszeit
von 180 Minuten gewahlt.
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Da eine Substraterhhung nur bis 3 mM zu einer Steigerung der Aktivitat gefuhrt hat (Abb. 4.11B),
wurde fir weitere Versuche eine standardmafige Konzentration an Benzhydroxamséure von 3 mM

gewahlt.
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Abb. 4.12: siRNA-vermittelter Knockdown der unterschiedlichen mARC-Formen in HepG2-Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 unabhangigen Proben. Die Anzahl der
ausgesaten Zellen pro Well betrug 6-10° Zellen. Die Inkubation wurde 4 Tage nach der Transfektion durchgefuhrt.
Die Konzentration von Benzhydroxamséure betrug 3 mM. NC = Negativkontrolle (scrambled RNA). Die
Signifikanzen wurden mithilfe einer Einweg-Varianzanalyse bestimmt. ns = nicht signifikant, *** = p < 0,001.
Alle Werte wurden um die nicht enzymatische Reduktion korrigiert. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13
beschrieben durchgefihrt.

Auch mit den HepG2-Zellen ist eine gute Umsetzung von Benzhydroxamsdure zu Benzamid zu
beobachten (Abb. 4.12). Durch den Einsatz des Transfektionsreagenzes und einer scrambled RNA
nimmt die Aktivitdt um 19 % ab. Der mittels siRNA durchgefiihrte Knockdown von mARC1 zeigte
einen erheblichen Einfluss auf die Reduktionsrate und senkte diese um fast 50 %. Der mARC2-
Knockdown, weist keinen signifikanten Einfluss auf die Aktivitat auf. Im Western Blot ist zu erkennen,
dass es durch den Einsatz der siRNA fiir mARCL1 zu einer verminderten Proteinexpression kommt. Fiir

MARC?2 ist dieser Effekt nur zu erahnen, da diese Zellen kaum tber nachweisbares mARC2 verfligen.
4.1.2.4.3 Skov-3-Zellen

Die Skov-3-Zellen stammen aus dem Ovarialkarzinomgewebe einer 64-jhrigen Kaukasianerin. Diese
Zelllinie wurde fiir Untersuchungen beriicksichtigt, da bei vorangegangenen Screenings in unserer
Arbeitsgruppe eine Expression fir beide mARC-Proteine per Western Blot -Analyse nachgewiesen
werden konnte. Allerdings waren die Umsetzungsraten mit Benzhydroxamsaure so niedrig (Daten nicht

gezeigt), sodass von weiteren Untersuchungen mit dieser Zelllinie abgesehen wurde.
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4.1.2.4.4 Zusammenfassung der kinetischen Parameter fiir die Umsetzung von Benzhydroxamséure

mittels humaner Zelllinien und rekombinanter Proteine

Tab. 4.1: Vergleich der Km- und Vmax-Werte fur Benzhydroxamsaure.

Km Vimax
[uM] [nmol-mg Protein?t-min?]
mARC1 300 + 100 74+7
mMARC?2 2100 + 300 314 + 23
HEK?293 650 £ 270 0,23 +£0,04
HepG2 760 £ 150 0,17 £0,01

Anhand der Werte in Tab. 4.1 wird deutlich, dass sich die Kn-Werte fur HEK293- und HepG2-Zellen
kaum unterscheiden. Verglichen mit den Werten fiir die rekombinanten Proteine, liegen sie zwischen
den Werten fur mARC1 und mARC2. Die HEK293-Zellen verfiigen jedoch Uber einen hoheren Wert
fur Vmax und reduzieren Benzhydroxamséure somit schneller als die HepG2-Zellen.

4.2 Inkubationsstudien zu Givinostat

4.2.1 Einfihrung Givinostat
Die Untersuchungen zu Givinostat fanden in Kooperation mit der italienischen Firma Italfarmaco statt.

Bei Givinostat handelt es sich um einen pan-Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitor (Leoni et al., 2005).
Eukaryoten verfugen in ihrem Zellkern ber Histone, welche der Verpackung der DNA dienen. Die
DNA ist um Histonoktamere, bestehend aus jeweils zwei H2A-, H2B-, H3- und H4-Untereinheiten,
gewickelt und bildet die sogenannte beads-on-a-string-Struktur aus, die als Nukleosomen bezeichnet
wird. Zudem sind Histone Bestandteil des Chromatins. Histonproteine sind reich an basischen
Aminosduren wie Lysin und Arginin und wechselwirken mit dem negativ geladenen DNA-RUckgrat.
Die stark kondensierte DNA windet sich in einer flachen Superhelix 1,8 Mal um das Histonoktamer und
ist der Transkription und Replikation kaum zuganglich. Aufgrund dessen kommt es zu einer
Modifizierung von Histonen, die eine Abldsung der DNA von den Histonen ermdglicht und diese der
Ablesung zugéanglich macht. Hierbei kommt es zur Acetylierung, Methylierung, Phosphorylierung,
Ubiquitinierung, Sumolyierung und Mono- und Poly-ADP-Ribosylierung, wobei die Acetylierung am
héufigsten auftritt. (Heinrich et al., 2014).

Histonacetyltransferasen (HAT) (Ubertragen Acetylreste von Acetyl-CoA auf die endstandige
Aminofunktion von Lysin, die u. a. in den Histonproteinen enthalten sind. Dadurch wird zum einen die

Affinitat zwischen der DNA und dem Histon gesenkt, zum anderen dienen acetylierte Lysine als
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Erkennungssequenz fiir spezielle Proteine. Gegenspieler zu den HATs bilden die HDACs, die die
Acetylgruppe von den Lysinen entfernen und somit die Wechselwirkungen wieder erhéhen. Hemmt
man die HDACs, kommt es in erster Linie zu einer Hyperacetylierung von Lysinen. Dies kann u. a. zum
Zellzyklusarrest, zur Verminderung der Onkogenexpression oder zur Apoptose von Tumorzellen fihren
(Heinrich et al., 2014).

In Bezug auf Givinostat konnte eine Wirkungssteigerung fiir Hydroxyharnstoff in Kombination mit
Givinostat gegen Polycythamie nachgewiesen werden (Finazzi et al., 2013). AuBerdem zeigt sich ein
synergistischer Effekt mit Posaconazol gegen Aspergillus-Infektionen (Sun et al., 2017) und eine
Givinostat-Therapie weist positive histologische Effekte in der Behandlung der Muskeldystrophie vom
Typ Duchenne, der haufigsten Muskeldystrophie im Kindesalter, auf (Bettica et al., 2016). Derzeit
werden durch die Firma Italfarmaco zwei Phase-I11-Studien zur Behandlung der Muskeldystrophie vom
Typ Duchenne und eine Phase-lI-Studie zur Behandlung der Muskeldystrophie vom Typ Becker
durchgefiuihrt. In M&usen konnte gezeigt werden, dass unter der Verabreichung von Givinostat tiber das
Trinkwasser vor allem die Metaboliten 1TF2374 und ITF2375 gebildet werden (Christensen et al.,
2014). Die folgende Abb. 4.13 gibt einen Uberblick tiber die Bildung der Metaboliten:
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Abb. 4.13: Reduktion und Hydrolyse von Givinostat.
4.2.2 Ergebnisse

4.2.2.1 Subzelluldre porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von Givinostat zu 1TF2374 und ITF2375 mit
subzelluldren porcinen Fraktionen mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen

Fraktionen werden in Abb. 4.14 dargestellt.
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Abb. 4.14: Inkubation von Givinostat mit subzelluldren porcinen Fraktionen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Givinostat betrug 1 mM in 2 % DMSO. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben bestimmt.
# = unterhalb des Quantifizierungslimit wvon 0,4 nmol-mg Proteint-min fir 1TF2374 oder
0,08 nmol-mg Protein *-min-* fir ITF2375.

Die hochsten Umsetzungsraten fur die Reduktion von Givinostat zu ITF2374 sind charakteristisch fr
eine mARC-katalysierte Reaktion in den Mitochondrien zu detektieren. Auffallig ist jedoch, dass im
Vergleich zu Benzhydroxamséure kaum eine Hydrolyse zu ITF2375 zu beobachten ist. Lediglich in den
Mikrosomen und dem Homogenat kann eine geringe Umsetzung quantifiziert werden.

4.2.2.2 Rekombinantes humanes mARC
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Abb. 4.15: Inkubation von Givinostat mit rekombinantem mARC1 und mARC2.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von DMSO betrug 2 %. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.11 beschrieben bestimmt. # = unterhalb des
Quantifizierungslimit von 0,004 nmol-mint. (A) Abhangigkeit des 3-Komponentensystems. Die Konzentration
von Givinostat betrug 1 mM. (B) Substratabhangigkeit.
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Aus Abb. 4.15A wird ersichtlich, dass nur das 3-Komponentensystem féhig ist, eine Reduktion von
Givinostat zu ITF2374 zu katalysieren. Eine rein chemische Reduktion findet unter den gewdhlten
Bedingungen kaum statt. Die Umsetzungsraten unterscheiden sich fur mARC1 und mARC2 leicht. Die
Kmn-Werte betragen 122 + 40 uM und 323 = 39 uM fur mARC1 und mARC2. Die Vmax-Werte betragen

jeweils 34 + 3 nmol-mg Protein’t-min*und 46 + 2 nmol-mg Proteint-min.

4.2.2.3 Murine Organhomogenate
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Abb. 4.16: Inkubation von Givinostat mit murinen Wildtyp- und mARC2-Knockout-Proben.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 6 Mausen, doppelt vermessen. WT = Wildtyp,
KO = Knockout-mARC2. Die Konzentration von Givinostat betrug 2 mM in 2% DMSO, die Proteinmenge 0,5 mg
pro Ansatz und die Inkubationszeit 90 Minuten. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.10 beschrieben
durchgefuhrt. Fir den Vergleich der Aktivitdten in der Niere wurde ein ungepaarter t-Test angewendet.
**** = p < 0,0001.

Fir die Leber kénnen die hdchsten Umsetzungsraten sowohl fur die Reduktion als auch die Hydrolyse
von Givinostat beobachtet werden. Bei der Leber und der Lunge l&sst sich kein Unterschied zwischen
Wildtyp und mARC2-Knockout feststellen. Hingegen kommt es in der Niere durch den
mMARC2-Knockout zu einer signifikanten Senkung der reduktiven Aktivitat (Abb. 4.16A). Die
Umsetzungsraten fiir die Hydrolyse sind im Vergleich zur Reduktion deutlich niedriger (Abb. 4.16B).

4224 Humane Zellkulturen

In Anlehnung an die Zellkulturversuche mit Benzhydroxamséure als Substrat wurden die Versuche fur
Givinostat durchgefihrt (Kap. 3.13). Hierfur wurden die Zelllinien HEK293 und HepG2 verwendet.
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Abb. 4.17: Reduktion von Givinostat in HEK293-Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von DMSO betrug 5 %. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13 beschrieben durchgefihrt.
(A) Zeitabhangigkeit. Die Konzentration von Givinostat betrug 500 uM. (B) Substratabhéngigkeit.

Im betrachteten Zeitrahmen von 300 Minuten verlauft die Reaktion linear (Abb. 4.17A). Flr weitere
Versuche wurde die Inkubationszeit von 180 Minuten gewahlt. Anhand der Abb. 4.17B ist zu erkennen,
dass eine Sattigung der Umsetzung bei 500 uM einsetzt. Bei htheren Konzentrationen kam es zu
Loslichkeitsproblemen, da Givinostat nicht ausreichend in 5 % DMSO I6slich ist. Vmax betréagt
81 + 2 pmol-mg Protein™t-min™ und Ky 204 + 14 uM.
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Abb. 4.18: siRNA-vermittelter Knockdown der unterschiedlichen mARC-Formen in HEK293-Zellen zur
Uberpriifung der Reduktion von Givinostat.

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 3 Proben. Die Anzahl der ausgeséten Zellen
pro Well betrug 8-10° Zellen. Die Inkubation wurde 5 Tage nach der Transfektion durchgefiihrt. Die Konzentration
von Givinostat betrug 500 UM in 5 % DMSO. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13 beschrieben
durchgefiuhrt. NC = Negativkontrolle (scrambled RNA). Die Signifikanzen wurden mithilfe einer Einweg-
Varianzanalyse bestimmt. **** = p < 0,0001.

Der siRNA-vermittelte Knockdown in HEK293-Zellen zeigt eine deutliche Reduktion der Aktivitat flr
MARC1 um 95 % (Abb. 4.18). Der Einfluss von mARC2 auf die umgesetzte Menge scheint wesentlich
geringer zu sein. Dies deckt sich mit den Beobachtungen fur das Modellsubstrat Benzhydroxamséaure
(Abb. 4.9). mMARC2 lasst sich per Western Blot nur schwer in HEK293-Zellen nachweisen. Zudem
bindet der mARC2-Antikorper auch schwach an mARC1 (Daten nicht abgebildet). Die starke
Hintergrundfarbung kommt durch die lange Belichtungszeit sowie die Verweildauer in der
Entwicklerldsung zustande.
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4.2.2.42 HepG2-Zellen
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Abb. 4.19: Reduktion von Givinostat in HepG2-Zellen.

Dargestellt sind die Mittelwerte = Standardabweichung von jeweils 3 Proben. Die Konzentration von DMSO
betrug 5 %. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13 beschrieben durchgefuhrt. (A) Zeitabhangigkeit. Die
Konzentration von Givinostat betrug 500 uM. (B) Substratabhangigkeit.

Aus Abb. 4.19A ist eine Linearitét tber den Zeitraum von 300 Minuten zu erkennen, sodass flr weitere
Untersuchungen die Standardinkubationszeit von 180 Minuten verwendet wurde. Fiir die HepG2-Zellen
ist keine eindeutige Sattigung der reduktiven Aktivitat durch die Erhdhung der Substratkonzentration zu
erkennen (Abb. 4.19B). Da es aber h&ufig zu Loslichkeitsproblemen oberhalb von 500 pM kam, wurde
fiir weitere Untersuchungen die Konzentration bei 500 uM belassen. Zudem war somit eine bessere
Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit den HEK293-Zellen gegeben. Vmax  betrégt
108 + 9 pmol-mg Protein™t-min? und Kn 464 + 86 uM.
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Abb. 4.20: siRNA-vermittelter Knockdown der unterschiedlichen mARC-Formen in HepG2-Zellen zur
Uberpriifung der Reduktion von Givinostat.

Dargestellt sind die Mittelwerte £ Standardabweichung von jeweils 3 Proben. Die Anzahl der ausgesaten Zellen
pro Well betrug 5,8-10° Zellen. Die Inkubation wurde 4 Tage nach der Transfektion durchgefiihrt. Die
Konzentration von Givinostat betrug 500 uM in 5 % DMSO. Die Inkubationen wurden wie unter Kap. 3.13
beschrieben durchgefuhrt. NC = Negativkontrolle (scrambled RNA). Die Signifikanzen wurden mithilfe einer
Einweg-Varianzanalyse bestimmt. *** = p < 0,001, **** = p < (0,0001.

Die Untersuchungen mit HepG2-Zellen zeigen eine deutliche Senkung um 66 % der reduktiven Aktivitat
durch die mMARC1 siRNA (Abb. 4.20). Der Einfluss von mARC?2 auf die Reduktionsrate scheint gering.
Im Western Blot ist die verminderte Expression von mMARC1 durch den Einsatz der siRNA deutlich zu

erkennen. mARC2 war im Western Blot nicht nachweisbar.

4.3 Inkubationsstudien zu VVorinostat

4.3.1 Einfihrung zu Vorinostat

Ein weiteres maogliches Substrat fir mARC stellt Vorinostat dar. Hierbei handelt es sich wie bei
Givinostat ebenfalls um einen HDAC-Inhibitor. Vorinostat inhibiert alle 11 bekannten HDACs der
Klasse | und Il (Marks, 2007). Im Jahr 2006 wurde Vorinostat als erster HDAC-Inhibitor von der FDA
in den USA zugelassen (Mann et al., 2007). Dort wird es von der Firma Merck unter dem Handelsnamen
Zolinza® vermarktet. Es wird zur Behandlung von kutanen T-Zell Lymphomen eingesetzt, wenn andere
Therapiemdglichkeiten versagen. Die empfohlene Tagesdosis liegt bei 400 mg pro Tag. Als
Hauptmetaboliten werden u. a. die durch die Hydrolyse entstehende Carbonsdure, sowie das
O-Glucuronid beschrieben (Liu et al., 2014).
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Die folgende Abb. 4.21 gibt einen Uberblick tiber die Bildung der Metaboliten:
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Abb. 4.21: Reduktion und Hydrolyse von Vorinostat.
4.3.2 Ergebnisse
4.3.2.1 Subzellulare porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von Vorinostat zu DS116 und DS92 mit subzelluldren
porcinen Fraktionen mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen Fraktionen werden in
Abb. 4.22 dargestellt.
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Abb. 4.22: Inkubation von Vorinostat mit subzelluldren porcinen Fraktionen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhdngigen Proben. Die Konzentration
von Vorinostat betrug 1 mM in 4,8 % DMSO. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben
bestimmt.

Die Reduktion von Vorinostat zum Amid DS116 ist in den Mitochondrien angereichert. Im Cytosol
findet im Vergleich zum Homogenat nur eine verminderte Reduktion statt. Die Hydrolyse zu DS92

unterliegt der Reduktion im Homogenat. Auch in der mikrosomalen Fraktion, in der die
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Hydrolyseaktivitat angereichert ist, unterliegt sie der Reduktionsaktivitat deutlich. Somit tiberwiegt die

Reduktion in jeder Fraktion der Hydrolyse von Vorinostat.

4.3.2.2 Rekombinantes humanes mARC
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Abb. 4.23: Inkubation von Vorinostat mit rekombinanten mARC1 und mARC?2.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von DMSO betrug 4,8 %. Fir die Zusammensetzung sowie die Durchfihrung der Inkubationen siehe Kap. 3.11.

Um die Beteiligung von mARC an der Reduktion aufzuzeigen, wurden weitere Untersuchungen mit
rekombinanten mMARC-Proteinen durchgefiihrt. Fir mARC1 l&sst sich so ein Kn-Wert von 1,5 £ 0,3 mM
bestimmen und der Vmax-Wert betragt 46 + 5 nmol-mg Protein™t-min. Fir mARC2 liegt der Km-Wert
bei 2,7 £ 0,2 mM und der Vmax-Wert bei 19 + 1 nmol-mg Protein*-min™ (Abb. 4.23). Anhand des
niedrigeren Kn-Wertes und des héheren Vma-Wertes zeigt sich eine bevorzugte Umsetzbarkeit von

mARC1 flir Vorinostat. Jedoch sind beide Formen fahig Vorinostat zu reduzieren.

4.4 Inkubationsstudien zu Bufexamac

4.4.1 Einfihrung zu Bufexamac

Bufexamac gehort zu den nichtsteroidalen Antirheumatika und fand lange Zeit Anwendung in topischen
Zubereitungen gegen Dermatosen sowie Hamorrhoidalleiden. Seit dem Jahre 2010 hat die européische
Arzneimittelagentur (EMA) allen Bufexamac-haltigen Zubereitungen die Zulassung entzogen, da es zu
vermehrten Fallen von Kontaktallergien gekommen ist (European Medicines Agency, 2010). AuBerhalb
der europdischen Union gibt es beispielsweise in der Schweiz sowie in Australien Bufexamac-haltige
Zubereitungen auf dem Markt. Jedoch zeigen aktuelle Fallberichte zu allergischen Reaktionen, dass
auch in diesen Landern (ber einen moglichen Entzug der Zulassung diskutiert werden sollte (Wong et
al., 2019).
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Die folgende Abb. 4.24 gibt einen Uberblick tiber die Reduktion von Bufexamac:

O
eduktion
.OH - -
N NH

H 2
Bufexamac Bufexamac-amid

Abb. 4.24: Reduktion von Bufexamac.
4.4.2 Ergebnisse
4.4.2.1 Subzelluldre porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von Bufexamac zu Bufexamac-amid mit subzelluldren
porcinen Fraktionen mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen Fraktionen werden in
Abb. 4.25 dargestellt.
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Abb. 4.25: Inkubation von Bufexamac mit subzellularen porcinen Fraktionen.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von Bufexamac betrug 1 mM in 8 % DMSO. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben
bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 0,2 nmol-mg Proteint-min-.,

Die reduktive Aktivitat ist in der mitochondrialen Fraktion angereichert. Insgesamt sind die
Umsetzungsraten allerdings sehr niedrig, sodass bereits die Aktivitat in den Mikrosomen nicht mehr

ausreichend quantifiziert werden konnte.
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4422 Rekombinantes humanes mARC
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Abb. 4.26: Inkubation von Bufexamac mit rekombinanten mMARC1 und mARC?2.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von DMSO betrug 8 %. Fir die Zusammensetzung sowie die Durchflihrung der Inkubationen siehe Kap. 3.11.

Wie aus Abb. 4.26 ersichtlich wird, stellt Bufexamac ein Substrat fiir beide mARC-Proteine dar.
Aufgrund der hohen Lipophilie des Bufexamacs erforderte die Umsetzung einen Einsatz von
8 % DMSO, wodurch die reduktive Aktivitdt von mARC stark gesenkt wird (Abb. 4.59). Aufgrund
dessen wurde darauf verzichtet, héhere Konzentrationen als 1 mM zu vermessen. Anhand der
Vmax-Werte (13 + 1 nmol-mg Protein *-min fir mARC1 und 8 + 1 nmol-mg Protein™-min*) I&sst sich
bereits erkennen, dass Bufexamac nur schwach durch mARC reduziert wird. Der Kn-Wert betragt fiir
mARC1 1,1 + 0,1 mM und fir mARC2 1,1 £ 0,2 mM.

Zudem wurde ein Kontrollversuch mit den rekombinanten Enzymen durchgefiihrt, um aufzuzeigen, dass
nur das 3-Komponentensystem, bestehend aus Cyb5R, Cyb5 und mARC, fahig ist, Bufexamac zu
reduzieren. Durch die Kontrollansatze soll gezeigt werden, dass die nachweisbare Aktivitét nicht durch

chemische oder unspezifische Reduktion durch Cyb5R und Cyb5 entsteht.
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Abb. 4.27: Abhangigkeit des 3-Komponentensytems flr die Reduktion von Bufexamac.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Bufexamac betrug 1 mM in 8 % DMSO. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.11 beschrieben
bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 0,02 nmol-min-.,

In Abb. 4.27 wurde fur den Vergleich der unterschiedlichen Ansdtze nmol-min? als Einheit der
Ordinatenachse gewdhlt. Der Ansatz ,,ohne Protein® enthielt neben dem Substrat zusétzlich NADH.
Lediglich in den Ansétzen, in denen alle der drei notwendigen Proteine vorhanden waren, konnte eine
Reduktion des Bufexamacs nachgewiesen werden. mARC1 verfugt Gber eine hohere Aktivitat als
MARC2.

4.5 Inkubationsstudien zu LpxC-Inhibitoren

45.1 Einfuhrung zu LpxC-Inhibitoren

Bei den LpxC (UDP-3-O-(R-3-hydroxymyristoyl)-N-acetylglucosamin-Deacetylase)-Inhibitoren
handelt es sich um eine Strukturklasse von Arzneistoffen, die den Antibiotika zuzuordnen ist, da sie in
den Stoffwechselweg von gramnegativen Bakterien eingreifen (Erwin, 2016). Das Enzym LpxC
katalysiert die erste irreversible Reaktion bei der Biosynthese von Lipid A. Das fettsdureenthaltende
Lipid A bildet den Membrananker der Lipopolysaccharide (LPS) aus, die in der d&ueren Membran von
gramnegativen Bakterien vorkommen und diese vor exogenen Einfliissen schitzen. Im Gegensatz zu
gramnegativen Bakterien weisen grampositive Bakterien keine dulRere Membran auf und sind somit
nicht auf LPS angewiesen. LPS werden auch als Endotoxine bezeichnet, da sie nur freigesetzt werden,

wenn das Bakterium stirbt. Zudem sind sie stark fieberausldsend (Roth und Blatteis, 2014).

Multiresistente Keime sind von immer hoéherer Gefédhrdung fur das Wohl der Menschen.

Dementsprechend werden neue Arzneistofftargets dringend benétigt. Die Entdeckung der Biosynthese
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von Lipid A wurde maBgeblich durch Raetz beeinflusst (Raetz, 1993). Seit Mitte der Achtziger Jahre
wird versucht, Inhibitoren fur das LpxC-Enzym zu finden. Dabei gewann der Inhibitor CHIR-090 an
besonderer Bedeutung gewonnen hat (McClerren et al., 2005). Fast alle LpxC-Inhibitoren besitzen eine
Hydroxamsdaurefunktion, welche der Bindung des Zinks im aktiven Zentrum des LpxC-Enzyms dient,
sowie ein lipophiles Strukturelement, das die hydrophobe Tasche des Enzyms adressiert (Kalinin und
Holl, 2016).

Neben der Tatsache, dass die LpxC-Inhibitoren bereits selbst bakterizid wirken, kénnen sie dafiir sorgen,
dass die auBere Membran durchléssig fur andere Noxen, wie z. B. andere Antibiotika, wird (Erwin,
2016). Niedrige Dosen (unterhalb der bakteriziden Wirkung) kénnten somit bereits dazu beitragen, dass

der Organismus die Infektion besiegt oder synergistisch mit anderen Antibiotika eingesetzt werden.

Bisher ist nur die Verbindung 4975 (alternative Bezeichnung: ACHN-975) in eine klinische Studie der
Phase | eingetreten. Allerdings wurde diese Studie aufgrund von Entziindungen an der Injektionsstelle
gestoppt (Erwin, 2016). Weitere pharmazeutische Unternehmen halten Patente auf LpxC-Inhibitoren,
sodass die Entwicklung voranschreitet.

In Abb. 4.28 sind die Strukturen der untersuchten LpxC-Inhibitoren zusammengefasst.
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Abb. 4.28: Strukturen der untersuchten LpxC-Inhibitoren.
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45.2 Ergebnisse

45.2.1 Subzellulare porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von 4975 mit subzellul&ren porcinen Fraktionen mittels
HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen Fraktionen werden in Abb. 4.29 dargestellt.

EZ2 NADH
6 - w# NADPH

Reduktive Aktivitat
[nmol-mg Protein'l-min'l]

Abb. 4.29: Inkubation von 4975 mit subzelluldren porcinen Fraktionen mit VVariation des Cosubstrates.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von 4975 betrug 1 mM. Jeder Inkubationsansatz enthielt 1 mM Cosubstrat (NADH oder NAPDH). Die
Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von
0,2 nmol-mg Proteint-min™,

Die Anreicherung der reduktiven Aktivitdt in den Mitochondrien ist deutlich zu sehen. Zudem féllt auf,
dass die reduktive Aktivitdt wenig davon beeinflusst wird, ob dem Inkubationsansatz NADPH oder
NADH als Elektronendonator bereitgestellt wird, jedoch wurden im Homogenat, in den Mitochondrien
und den Mikrosomen jeweils hthere Umsetzungsraten fir NADH bestimmt.
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Abb. 4.30: NADH-abhangige Zeitabhangigkeit der Reduktion von 4975 mit Schweinelebermitochondrien.
Abgebildet sind die Mittelwerte * Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Der
Korrelationskoeffizient betragt 0,9994 im Bereich von 0 bis 20 Minuten.

Anhand der Zeitabhangigkeit ist zu beobachten, dass die Reaktion tiber einen langeren Zeitraum relativ
linear verlduft (Abb. 4.30). Ab 75 Minuten ist keine Steigerung des Produktes mehr zu beobachten.
Dementsprechend wurde die standardméfRige Inkubationszeit von 15 Minuten beibehalten. Ein sehr

ahnliches Bild ergab sich flr die anderen Substrate (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.31: Inkubation mit subzellularen porcinen Fraktionen mit Variation des Cosubstrates.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhdngigen Proben. Die
Substratkonzentration betrug 1 mM. Jeder Inkubationsansatz enthielt 1 mM Cosubstrat (NADH oder NAPDH).
Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit
von 0,2 nmol-mg Protein™-min. (A) 5339 (B) 50030.

Die Resultate mit den subzellularen Fraktionen der Verbindungen 4975, 5339 und 50030 dhneln
einander sehr stark (Abb. 4.29 und Abb. 4.31). Die Reduktion ist jeweils in der mitochondrialen Fraktion

angereichert und NADH stellt das bevorzugte Cosubstrat dar. Der Anreicherungsfaktor wvon
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Mitochondrien zu Homogenat ist fur die Verbindung 5339 am kleinsten, obwohl 5339 im Homogenat

die hochste Umsetzungsrate aufweist.

Fir die Untersuchungen zu H191 wurde auf Ansatze mit dem Zusatz an NADPH verzichtet. Neben der

Reduktion wurde fur H191 auch die Hydrolyse quantifiziert.

15
B2 H191-amid

## H191-carbonsaure

[EnN
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|

Umsetzungsrate
[nmol-mg Protein'l-min'l]
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™
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Abb. 4.32: Inkubation von H191 mit subzellularen porcinen Fraktionen und NADH.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von H191 betrug 1 mM in 4 % DMSO. Jeder Inkubationsansatz enthielt 1 mM Cosubstrat (NADH oder NAPDH).
Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben bestimmt.

Fir die Verbindung H191 konnten im Vergleich zu den anderen LpxC-Inhibitoren hohe
Umsetzungsraten bestimmt werden (Abb. 4.32). In der mitochondrialen Fraktion liegen diese fir die
Reduktion bei circa 10 nmol-mg Proteint-min? (verglichen mit ~ 4-6 nmol-mg Protein*-min fur die
anderen LpxC-Inhibitoren). Die scheinbare Hydrolyse in allen Fraktionen zu H191-carbonsaure wird
durch eine Verunreinigung der Ausgangssubstanz mit H191-carbonsdure und der unspezifischen
chemischen Hydrolyse hervorgerufen. Eine Anreicherung der hydrolytischen Aktivitat ist in den

Mikrosomen zu erkennen.
45.2.2 Rekombinantes humanes mARC

Zunachst wurde mit der Verbindung 4975 exemplarisch gezeigt, dass nur das 3-Komponentensystem,
bestehend aus Cyb5R, Cyb5 und mARC mit NADH-Zusatz, fahig ist Hydroxamsauren zu reduzieren
(Abb. 4.33):
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Abb. 4.33: Kontrollversuch zur Abhangigkeit der Komponente im 3-Komponentensystems mit 4975.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von 4975 betrug 1 mM. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 0,02 nmol-min-.

Eine nennenswerte Reduktion konnte nur fur die Komplettansétze aufgezeigt werden. Dabei ist mMARC1

bei der gewahlten Konzentration von 1 mM deutlich aktiver als mMARC2.

Folgende Abb. 4.34 zeigt die Substratabhangigkeiten flr die untersuchten LpxC-Inhibitoren:
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Abb. 4.34: Inkubationen der untersuchten LpxC-Inhibitoren mit rekombinanten mARC1 und mARC?2.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhdngigen Proben. Fir die
Zusammensetzung sowie die Durchftihrung der Inkubationen siehe Kap. 3.11. Fiir die kinetischen Parameter siehe
Tab. 4.2. (A) 4975 (B) 5339 (C) 50030 (D) H191. Fiir die Inkubationen mit H191 betrug die DMSO-Konzentration
4 %.



Biotransformationsstudien zu Hydroxamséuren 85

Vorversuche hatten bereits gezeigt, dass es flir mMARCL1 nicht mehr zu einer Aktivitatssteigerung tber
1 mM 4975 kommt, sodass auf hdhere Konzentrationen als 1,5 mM fiir dieses Substrat verzichtet wurde.
Es ist zu beobachten, dass mMARCL1 fur alle vier Verbindungen 4975, 5339, 50030 und H191 (ber eine
hohere Aktivitédt als mARC2 verfugt.

Die nachfolgende Tab. 4.2 gibt einen Uberblick (iber die kinetischen Parameter fiir die untersuchten

LpxC-Inhibitoren flr die rekombinanten Proteine:

Tab. 4.2: Zusammenfassung der Km und Vmax Werte fiir die LpxC-Inhibitoren.
Far einen Vergleich aller kinetischen Parameter siehe Tab. 6.1. Fir die Inkubationen von H191 wurden 4 % DMSO
verwendet.

Km Vmax Vmax/Km
[mM] [nmol-mg Proteint-min?]  [nmol-mg Protein-*-min-t-mM-]

mARC1 040,11 243+ 6 608
H191*

MARC?2 1,7+04 126 £ 23 74

mARC1 02+0,1 79+3 395
4975

MARC2 0,3+£0,1 17+1 57

mARC1 01+0,1 25+ 2 250
5339

MARC?2 1,7+£0,3 12+1 7

mARC1 09+0,1 62 +2 69
50030

MARC2 54+0,8 16+2 3

Um die Reduzierbarkeit der Substrate anhand eines Wertes vergleichen zu kénnen, wurde der Vmax-Wert
durch den Kn-Wert geteilt, was in der Theorie der katalytischen Effizienz entspricht. Vergleicht man
die unterschiedlichen LpxC-Inhibitoren anhand des Vma/Km-Wertes, so ergibt sich folgende

Reihenfolge (nach absteigender Aktivitat sortiert):
H191 > 4975 > 5339 > 50030

Auffallig dabei ist, dass diese Reihenfolge sowohl fir mARC1, als auch fir mARC2 gultig ist.
Allerdings sind die Umsetzungsraten fiir mARC1 wesentlich hdher, sodass die Reduktion durch mARC2
vom besten Substrat H191 vergleichbar mit der Reduktion des schlechtesten Substrates 50030 fir
MARC1 ist.
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4.6 Inkubationsstudien zu CP544439

4.6.1  Einfihrung zu CP544439

Bei der untersuchten Substanz CP544439 handelt es sich um einen
Matrix-Metalloproteinase (MMP)-Inhibitor. MMPs sind eine zinkabhangige Enzymfamilie, die flir den
Abbau von Proteinen der extrazelluldren Matrix verantwortlich ist (Beckett et al., 1996). Anféanglich
orientierte man sich bei der Inhibitorensuche am natirrlichen Substrat Kollagen und versah potenzielle
Inhibitoren mit einer zinkbindenden Hydroxamsaurefunktion. Da die MMPs an vielen Prozessen im
menschlichen Korper beteiligt sind, hatten die ersten Inhibitoren starke unerwinschte
Arzneimittelwirkungen, wodurch die Selektivitat der Inhibition fur die einzelnen Klassen der MMPs in
den Vordergrund geriickt wurde. Ziel war es diese unerwiinschten Wirkungen zu minimieren. MMPs
der Klasse 13 (MMP-13) wurde eine besondere Stellung in der Entwicklung der Osteoarthritis
zugesprochen und stellen ein bevorzugtes Arzneistofftarget dar. Auch fur die Heilung von entziindetem
Knorpelgewebe wurden die MMPs untersucht. Mit der Verbindung CP544439 konnte ein
MMP-13-Inhibitor gefunden werden, der eine deutliche Préferenz fiir MMP-13 gegeniiber MMP-1 zeigt
(Reiter et al., 2004).

Es wurde beschrieben, dass die Aldehydoxidase fahig ist, die Hydroxamsaure CP544439 zu dem
korrespondierenden Amid zu reduzieren. Jedoch fielen die Umsetzungsraten sehr gering aus (Obach,
2004). Weitere Metabolismusstudien zeigten, dass die vorrangigen Metaboliten durch
Glucuronidierung, Reduktion und Hydrolyse entstehen (Dalvie et al., 2008). In Ratten bildete die
Reduktion von CP544439 den Hauptmetabolismusweg. Allerdings kam es zur Degeneration der
Hodenkanalchen bei Hunden unter der Einnahme von CP544439 (Shah und Greene, 2014). Diese sind
der Ort, an dem die Spermatogenese im Hoden ablauft. Es ist davon auszugehen, dass dies einer der

Grinde war, weshalb Pfizer die Entwicklung von CP544439 eingestellt hat.

Die folgende Abb. 4.35 gibt einen Uberblick tiber die Reduktion von Bufexamac:

© 0 0 o)
F S/Nfﬁ‘\N/OH Reduktion F S’N NH,
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CP544439 CP544439-amid

Abb. 4.35: Reduktion von CP544439.
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4.6.2  Ergebnisse

4.6.2.1 Subzellulare porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von CP544439 mit subzelluléren porcinen Fraktionen
mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen Fraktionen werden in Abb. 4.36 dargestellt.
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Abb. 4.36: Inkubation von CP544439 mit subzelluldren porcinen Fraktionen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von CP544439 betrug 500 uM in 4 % DMSO. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben
bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 0,2 nmol-mg Proteint-min-,

Auch fir die Hydroxamsdure CP544439 ist eine Anreicherung der reduktiven Aktivitat in der
mitochondrialen Fraktion zu beobachten. Vergleichen mit anderen Substraten fallen die ermittelten

Reduktionsraten jedoch eher gering aus.
4.6.2.2 Rekombinantes humanes mARC

Bei dem Kontrollversuch zur Abhé&ngigkeit des 3-Komponentensystems mit rekombinanten humanem
mMARC konnte nur eine Katalyse durch mARC1 detektiert werden (0,52 + 0,02 nmol-min't). CP544439
wurde in der Konzentration 1 mM mit 4 % DMSO eingesetzt (zur Durchfiihrung siehe Kap. 3.11).
Weder flr den Ansatz ohne mARC, noch fir den Ansatz mit mMARC2 konnte eine Reduktion oberhalb

des Quantifizierungslimits von 0,02 nmol-min* bestimmt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.37: Inkubation von CP544439 mit rekombinanten mARCL1.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von DMSO betrug 4 %. Fir die Zusammensetzung sowie die Durchfiihrung der Inkubationen siehe Kap. 3.11. Fur
die kinetischen Parameter siehe Tab. 6.1.

Es wurde nur die Substratabhangigkeit fir mARC1 durchgefiihrt, da es durch mARC2 zu keiner
nennenswerten Reduktion von CP544439 kommt. Somit stellt CP544439 die erste Hydroxamsdure dar,
die eine solche Praferenz fir eine mMARC-Form aufzeigt. Abb. 4.37 zeigt die Substratabhangigkeit fiir

MARC1, wobei aufgrund der Loslichkeit nur ein Bereich bis 1000 uM vermessen wurde.

4.7 Inkubationsstudien zu N-Hydroxyphenacetin

4.7.1 Einfihrung zu N-Hydroxyphenacetin

Phenacetin wurde im 19. und 20. Jahrhundert global als fiebersenkendes Mittel eingesetzt. Es gehort zu
den nicht steroidalen Antirheumatika und ahnelt strukturell dem Paracetamol, verflgt jedoch im
Gegensatz zu Paracetamol Uiber eine zusatzliche Ethylgruppe an der phenolischen Hydroxyfunktion. Es
wird beschrieben, dass Paracetamol einen aktiven Metaboliten von Phenacetin darstellt (Brune et al.,
2015). Die oxidative Deethylierung von Phenacetin wird durch Cytochrom P450 1A2 katalysiert
(Distlerath et al., 1985).

In der Vergangenheit kam es unter der nicht sachgerechten Einnahme von Phenacetin vermehrt zu
Nieren- und Blasensché&digungen (Bengtsson et al., 1978; Liu et al., 1972), was zu der Marktriicknahme
fuhrte. Seitdem steht Phenacetin auf der Liste der bedenklichen Arzneimittel fir die Rezeptur (ABDA,
2018). Retrospektive Analysen zeigen einen positiven Effekt auf die Inzidenz von Krebserkrankungen
des oberen Harntraktes durch die Verbannung von Phenacetin vom Markt (Antoni et al., 2014).
Phenacetin wird im Organismus zu N-Hydroxyphenacetin oxidiert, welches einen toxischen Metaboliten
darstellt (Wirth et al., 1980; Hinson und Mitchell, 1976). N-Hydroxyphenacetin kann uber

unterschiedliche Mechanismen, Acyltransfer, Deacylierung oder Sulfatkonjugation mit Nukleinsauren
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Addukte bilden und somit mutagen wirken (Vaught et al., 1981). Die mdgliche Reduktion von
N-Hydroxyphenacetin stellt eine Detoxifizierung dar. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl in vivo als
auch in vitro eine Reduktion von N-Hydroxyphenacetin zum Phenacetin stattfindet (Fischbach und
Lenk, 1985). Allerdings wurden fur die in vitro Versuche nur mikrosomale und cytosolische Fraktionen
herangezogen. Eine zeitabhangige Bildung von Phenacetin konnte nicht beobachtet werden, sodass eine

enzymatische Katalyse in Frage gestellt wurde.

Da es sich bei N-Hydroxyphenacetin um eine Hydroxamsaure handelt, wurde im Rahmen dieser Arbeit
die Reduktion durch mARC untersucht. Aufgrund der Tatsache, dass N-Hydroxyphenacetin
kommerziell nicht erhaltlich war, wurde es im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert. Die Beschreibung
der Synthese befindet sich im Anhang Abb. 7.

Die folgende Abb. 4.35 zeigt die untersuchte Reduktion von N-Hydroxyphenacetin:

(0] O
.OH
P -
Reduktion
—_—
PN 0 P 0
N-Hydroxyphenacetin Phenacetin

Abb. 4.38: Reduktion von N-Hydroxyphenacetin.
4.7.2 Ergebnisse
4.7.2.1 Subzelluldre porcine Leberzellfraktionen

Es erfolgte eine Untersuchung der Umsetzung von N-Hydroxyphenacetin mit subzelluldren porcinen
Fraktionen mittels HPLC. Die Umsetzungsraten der unterschiedlichen Fraktionen werden in Abb. 4.39
dargestellt.
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Abb. 4.39: Inkubation von N-Hydroxyphenacetin mit subzelluléren porcinen Fraktionen.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von N-Hydroxyphenacetin betrug 500 puM. Die Umsetzungsrate wurde wie unter Kap. 3.10 beschrieben bestimmt.
Die Inkubation wurde tiber 14 Stunden durchgefihrt. Die Proteinmenge pro Ansatz betrug 0,2 mg. # = unterhalb
des Quantifizierungslimit von 0,5 M.

Die Reduktion von N-Hydroxyphenacetin zu Phenacetin war nur schwer nachweisbar und eine
Quantifizierung der Phenacetin-Konzentration war nur fiir die cytosolische Fraktion und das Homogenat
mit NADPH-Zusatz mdglich. Es findet keine Anreicherung der Reduktion in den Mitochondrien statt.
Zudem zeigt sich eine Praferenz fir NADPH als Cosubstrat.

47.2.2 Rekombinantes humanes mARC

Reduktive Aktivitat
[pmol-min'l]

Abb. 4.40: Kontrollversuch des 3-Komponentensystems mit N-Hydroxyphenacetin.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von N-Hydroxyphenacetin betrug 1 mM, die Inkubationszeit betrug 150 Minuten. Die Umsetzungsrate wurde wie
unter Kap. 3.11 beschrieben bestimmt. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 1 pmol-min,



Biotransformationsstudien zu Hydroxamséauren 91

Die Inkubationen mit rekombinanten Proteinen verdeutlichen eine minimale Katalyseaktivitt von
mMARC. Allerdings Uberstiegen die gefundenen Phenacetin-Konzentrationen das Quantifizierungslimit

nur minimal. Somit wurde von weiteren Untersuchungen abgesehen.

4.8 Inkubationsstudien zum Einfluss des Substituenten am Stickstoffatom

4.8.1  Einfihrung zum Substituenten am Stickstoffatom

Die Reduktion der Hydroxamséurefunktion zum Séureamid durch mARC stellt eine Inaktivierung des
Pharmakophors dar, da die Hydroxamsaurefunktion essentiell fir die Chelatierung von

unterschiedlichen Metallkationen ist;

\ mARC 0 Me
e -

R™ N R” "NH,

Abb. 4.41: Inaktivierung der chelatierenden Wirkung von Hydroxamsaure durch mARC.

Héaufig dient die Hydroxamsaurefunktion in Wirkstoffen zur Bindung an zweiwertige Kationen, wie
Ca?*, Cu?*, Fe?* oder Zn?*, die sich im aktiven Zentrum des zu hemmenden Enzyms befinden. Durch
die Reduktion der Hydroxamséure zum Amid kommt es zum Verlust der chelatierenden Wirkung und
der Arzneistoff kann seine Funktion nicht mehr ausfiihren, wie es bei dem LpxC-Enzym der Fall ist. Fur
eine Arzneistofftherapie gilt es diesen Umstand zu umgehen. Dementsprechend ist es von grofRem

Interesse diese Inaktivierung zu minimieren.

N-Hydroxyphenacetin stellt die bisher erste Hydroxamséure dar, fiir die nur eine minimale reduktive
Aktivitat gezeigt werden konnte (Kap 4.7). Ein wichtiger Unterschied zwischen N-Hydroxyphenacetin
und Benzhydroxamsdure bildet der Phenylrest am Stickstoffatom der Hydroxamsaurefunktion. Um den
Einfluss dieses Substituenten auf die Umsetzbarkeit durch mARC zu analysieren, wurden zwei weitere

Substrate untersucht: N-Methylbenzhydroxamsédure und N-Phenylbenzhydroxamsaure.
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Abb. 4.42: Untersuchte Substrate fur den Einfluss des Stickstoffsubstituenten.
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N-Methylbenzhydroxamsdure war nicht kommerziell erhéltlich und wurde deshalb im Rahmen dieser

Arbeit synthetisiert. Die Beschreibung der Synthese befindet sich im Anhang Abb. 5.
4.8.2 Ergebnisse

Zunéchst wurden Inkubationsversuche mit N-Methylbenzhydroxamséure und subzelluldren porcinen
Fraktionen durchgefuhrt. Jedoch konnte fiir keine Fraktion eine Umsetzung zu N-Methylbenzamid
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Mithilfe der rekombinanten Enzyme wurde getestet, oo mARC
in der Lage ist N-Methylbenzhydroxamsaure zu reduzieren.

N-Methylbenzhydroxamséaure wird nur von mARC1 reduziert (51,98 + 1,13 pmol-min?). Fir die
Untersuchungen wurde N-Methylbenzhydroxamsdaure in einer Konzentration von 1 mM eingesetzt (fur
die Durchfuhrung siene Kap. 3.11). Fur mARC2 konnte unter den gewéhlten Bedingungen keine
Bildung von N-Methylbenzamid detektiert werden (Quantifizierungslimit: 20 pmol-min?). Fir alle
Kontrollen lag die Konzentration von N-Methylbenzamid unterhalb des Quantifizierungslimits.

Fir N-Phenylbenzhydroxamséaure konnte keine Reduktion durch mARC oder die Kontrollansétze
nachgewiesen werden. Das Quantifizierungslimit lag bei 20 pmol-min. Die Konzentration von
N-Phenylbenzhydroxamsaure betrug 1 mM in 1,6 % DMSO (fiir die Durchfiihrung siehe Kap. 3.11).

Tab. 4.3 fasst die Umsetzungsraten flr die unterschiedlichen Substituenten zusammen:

Tab. 4.3: Umsetzungsgeschwindigkeiten fur die unterschiedlich substituierten Benzhydroxamsauren.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhé&ngigen Proben. Die
Umsetzungsgeschwindigkeiten wurden bei einer Substratkonzentration von 1 mM gemessen. # = unterhalb des
Quantifizierungslimits von 1,8 nmol-mg Protein-min-,

Substrat Umsetzungsgeschwindigkeit [nmol-mg Protein™-min-]
MARC1 MARC2
Benzhydroxamsaure 501 98+ 2
N-Methylbenzhydroxamsdure 46+0,1 #
N-Phenylbenzhydroxamsaure # #

Es zeigt sich somit, dass die Reduzierbarkeit durch mARC mit zunehmender GriRe des Substituenten
am Stickstoff abnimmt. Hierbei reagiert mARC2 empfindlicher als mARC1 auf den strukturellen

Unterschied.
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4.9 Beeinflussung der Reduktion von Hydroxamsauren durch andere Substrate

4.9.1  Einfihrung zur Beeinflussung der Reduktion

Die Inaktivierung der Hydroxamséuren stellt einen zumeist ungewollten Prozess in der
Arzneistoffentwicklung dar (Kap. 4.8). Neben der chemischen Modifikation der Hydroxamsaure,
konnte auch die Ko-Applikation eines Inhibitors von mARC dazu fuhren, dass hohere Wirkspiegel von
dem Arzneistoff und somit die Wirkungen bei niedrigeren Dosen erreicht werden. Als prominentes
Beispiel aus der angewandten Pharmakotherapie ist hier die Kombination von Decarboxylaseinhibitoren
mit Levodopa bei Parkinsonpatienten zu nennen (Mutschler et al., 2008). Beim Morbus Parkinson liegt
ein Dopaminmangel im ZNS vor, der durch die Gabe von Levodopa kompensiert werden soll. Dies hat
den Hintergrund, dass es flir Levodopa spezielle Transporter in das ZNS gibt, wohingegen Dopamin
selbst kaum uber die Blut-Hirn-Schranke gelangt. Levodopa wird uber die Decarboxylase in Dopamin
umgewandelt. Um einen vorzeitigen Abbau von Levodopa zu Dopamin zu verhindern, werden
Decarboxylaseinhibitoren, wie z. B. Benserazid oder Carbidopa zeitgleich verabreicht. Diese sind nicht
ZNS-géangig. Dadurch kommt es zu einer geringeren Dopaminbildung in der Peripherie, was die
ungewollten Arzneimittelwirkungen senkt und zu héheren Wirkspiegeln von Dopamin im ZNS fuhrt.

Derzeit ist noch kein potenter Inhibitor fur das mARC-Enzym bekannt, auch wenn es bereits erste
Erfolge mit einigen kleinen Molekulen gibt (Indorf, Dissertation in VVorbereitung). Aus diesem Grund
sollte der Einfluss von Substraten, die hohe Umsetzungsraten durch mARC aufweisen, auf die

Reduktion von Benzhydroxamsaure getestet werden.

Hierflr eignen sich vor allem Benzamidoxim und Guanoxabenz, die hohe Reduktionsraten aufweisen
(Jakobs et al., 2014). Bei Benzamidoxim handelt es sich um die allgemein etablierte Modellsubstanz fiir
MARC und bei Guanoxabenz um die N-hydroxylierte Form von dem Antihypertensivum Guanabenz
(Handelsname Wytensin™). Auch Guanoxabenz war kurzzeitig im Handel, stellt aber ein Prodrug des

Guanabenz dar.

In Abb. 4.43 sind die Strukturen der in diesem Kapitel untersuchten Substrate zusammengefasst.

_OH Cl Q
N H
| \N’N /N\OH N/OH
NH, hig H
NH,
Cl
Benzamidoxim Guanoxabenz Benzhydroxamsiure

Abb. 4.43: Strukturen der in diesem Kapitel untersuchten Substrate.
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4.9.2 Ergebnisse

Um den Einfluss von stark reduzierbaren Substraten auf die Reduktion von Hydroxamsauren zu testen,
wurden Koinkubationen mit rekombinanten Proteinen durchgefihrt, in denen zwei Substrate im Ansatz

vorhanden waren. AnschlieBend wurden die Konzentrationen der jeweiligen Metaboliten quantifiziert.
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Abb. 4.44: Koinkubation von Guanoxabenz und Benzhydroxamsaure.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Guanoxabenz (GAO) betrug 1 mM in jedem Ansatz. Fir die Durchflihrung siehe Kap. 3.11. (A) Verminderung
der Umsetzungsgeschwindigkeit von Benzhydroxamsaure zu Benzamid durch Guanoxabenz-Zusatz. (B) Einfluss
von unterschiedlichen Benzhydroxamsaurekonzentrationen auf die Umsetzung von Guanoxabenz zu Guanabenz.
Zur Quantifizierung siehe Kap. 3.15.2.

Die Anwesenheit von Guanoxabenz hat einen grofen Einfluss auf die Reduktion von
Benzhydroxamsdure zu Benzamid durch mARC (Abb. 4.44A). Besonders deutlich fallt dieser
Unterschied bei einer Benzhydroxamsaurekonzentration von 3 mM auf. Die Aktivitat gegenilber
Benzhydroxamsdure sinkt um 94 % fir mARC1 und um 92 % fir mARC2 durch den Zusatz von
Guanoxabenz. Die Reduktion von Guanoxabenz durch mARC bleibt von unterschiedlichen
Konzentrationen an Benzhydroxamsaure weitestgehend unbeeinflusst (Abb. 4.44B).
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Abb. 4.45: Koinkubation von Benzamidoxim und Benzhydroxamsaure.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
von Benzhydroxamsdure (BHA) betrug 1 mM in jedem Ansatz. Fir die Durchfihrung siehe Kap. 3.11.
(A) Verminderung der Umsetzungsgeschwindigkeit von Benzhydroxamsaure zu Benzamid durch Benzamidoxim
(BAO)-Zusatz. (B) Einfluss der unterschiedlichen Konzentrationen auf die Umsetzung von Benzamidoxim zu
Benzamidin. Zur Quantifizierung siehe Kap. 3.15.2.
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Die Reduktion von Benzhydroxamséure kann durch den Zusatz von Benzamidoxim ebenfalls stark
reduziert werden. Vergleicht man die Umsetzungsraten ohne Zusatz bzw. mit 3 mM Zusatz an
Benzamidoxim, so reduzieren sich diese um 85 % fir mARC1 und 80 % fir mARC2 (Abb. 4.45A). Die
Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin wird durch den Zusatz von 1 mM Benzhydroxamsaure
jedoch nur sehr schwach beeinflusst (Abb. 4.45B).
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Abb. 4.46: Koinkubation von Guanoxabenz und Benzamidoxim.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhangigen Proben. Die Konzentration
von Guanoxabenz (GAO) betrug 1 mM in jedem Ansatz. Fir die Durchflihrung siehe Kap. 3.11. (A) Verminderung
der Umsetzungsgeschwindigkeit von Benzamidoxim (BAO) zu Benzamidin durch Guanoxabenz-Zusatz. (B)
Einfluss von unterschiedlichen Benzamidoximkonzentrationen auf die Umsetzung von Guanoxabenz zu
Guanabenz. Zur Quantifizierung siehe Kap. 3.15.2.

Die Reduktion von Benzamidoxim wird durch den Zusatz von Guanoxabenz stark vermindert (Abb.
4.46A). Bei einer Benzamidoximkonzentration von 3 mM und einem Zusatz von 1 mM Guanoxabenz,
verringert sich der reduzierte Anteil von Benzamidoxim fir mARC1 um 96 % fir mARC2 um 93 %.
Die reduktive Aktivitat gegenliber Guanoxabenz wird durch den Zusatz von Benzamidoxim kaum
beeinflusst (Abb. 4.46B).

Zusammenfassend kann folgende Reihenfolge der Affinitaten, gultig fir mMARC1 und mARC2,

aufgestellt werden:

Benzhydroxamsdure < Benzamidoxim < Guanoxabenz

4.10 Inkubationsstudien mit bakteriellen MOSC-Enzymen

4.10.1 Einfihrung zu bakteriellen MOSC-Enzymen

Bei einer peroralen Einnahme eines Arzneistoffes kommt es bereits direkt in der Mundhohle zum
Kontakt mit kdrpereigenen Enzymen und des oralen Mikrobioms (Takahashi, 2015). Dies fuhrt dazu,
dass es bereits vor der eigentlichen Aufnahme des Arzneistoffes in das Blutsystem zum Metabolismus

durch diverse Enzyme kommen kann. Einen groRen Einfluss auf den Metabolismus haben auch die
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zahlreichen im Darm befindlichen Bakterien (Li et al., 2016). Diese kdnnen entweder eine Aktivierung
oder eine Inaktivierung vermitteln. Haufig katalysierte Reaktionen sind hierbei die Hydrolyse und die
Reduktion (Li et al., 2016). Ein bekannter Vertreter des menschlichen Mikrobioms ist Escherichia coli
(E. coli) (Tenaillon et al., 2010).

Untersuchungen an E. coli konnten eine Hypersensibilitat gegenuber N-hydroxylierten Basenanaloga,
vornehmlich 6-Hydroxyaminopurin, zeigen, sofern diese den MoCo nicht ausbilden konnten (Kozmin
et al., 2000). Durch weitere Forschungsarbeiten konnten Kozmin et al. zeigen, dass zwei Moco-tragende
Enzyme hauptséchlich fiir die Detoxifizierung von den N-hydroxylierten Basenanaloga verantwortlich
sind: YiiM und YcbX (Kozmin et al.,, 2008). Charakterisierend fur beide Enzyme ist die
MOSC-Doméne, die ebenfalls in mARC vorhanden ist und diese somit zur sogenannten
MOSC-Superfamilie gehéren (Anantharaman und Aravind, 2002; Krompholz, 2013). YiiM beinhaltet
lediglich die MOSC-Domane, wahrend YcbX zusétzlich noch eine Ferredoxin- und eine
R-Barrel-Domane aufweist. Zwar scheinen beide in der Lage zu sein, N-hydroxylierte Strukturen zu
reduzieren, jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Substratspezifitat. YchX ist stérker aktiv gegentber
Hydroxyaminopurin und YiiM zeigt die grofiten Effekte gegeniiber Hydroxylamin (Kozmin et al.,
2008).

Ahnlich wie bei dem mARC-Enzymsystem wurde vermutet, dass auch YchX und YiiM Partner besitzen,
die die bendtigten Elektronen fiir die Reduktion bereitstellen (Kozmin et al., 2010). Fir YcbX ist dies
CysJ, eine NADPH-Flavinoxidoreduktase und fiir YiiM das Protein Fre, eine einzelne Peptidkette.
Krompholz konnte in ihrer Dissertation bereits beschreiben, dass sowohl YcbX als auch YiiM in der
Lage sind, in vitro Benzamidoxim sowie N-hydroxylierte Basenanaloga zu reduzieren (Krompholz,
2013). Dies geschah auf einem vergleichbaren Niveau wie fiir die humanen mARC-Proteine. Kiirzlich

wurde zudem die Kristallstruktur von YiiM beschrieben (Namgung et al., 2018).

Ziel dieses Abschnittes der Arbeit war es, die Reduktion von Hydroxamsauren mit den bakteriellen
MOSC-Enzymen YcbX und YiiM zu Uberprifen, um somit neben dem eukaryotischen mARC auch

andere Enzyme aufzudecken, die zur Reduktion befahigt sind:

0 0
_OH |chX + Cstl / |YiiM + Fre |
[ j/ Iﬁl — [ j/ "NH,

Benzhydroxamséure Benzamid

Abb. 4.47: Reduktion von Benzhydroxamsaure durch YcbX und YiiM.
4.10.2 Ergebnisse

Zur Uberprifung, ob YiiM und YcbX ebenfalls wie mARC in der Lage sind, Hydroxamsauren zu

reduzieren, wurden Inkubationen mit unterschiedlichen Zusammensetzungen durchgefiihrt. Zusatzlich
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zu den Proteinen wurden die Elektronendonatoren NADPH und NADH fir die Katalyse bereitgestellt.
Zur Quantifizierung der Proben von YcbX wurde die unter Kap. 3.14.1 beschriebene Methode
angewendet. Durch den Zusatz von FAD in den Proben von YiiM war eine Modifikation der
HPLC-Methode notwendig. Die verwendete Methode ist unter Kap. 3.15.3 beschrieben.
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Abb. 4.48: Umsetzung von Benzamidoxim und Benzhydroxamséure durch bakterielle Enzyme.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Die Konzentration
an Benzamidoxim (BAO) betrug 3 mM, die von Benzhydroxamsdure (BHA) 1 mM. Fur die Durchflihrung siehe
Kap. 3.12. # = unterhalb des Quantifizierungslimit von 0,02 nmol-min. (A) YcbX. (B) YiiM.

Nur fir den Komplettansatz, bestehend aus YcbX, CysJ und NADPH, konnte eine reduktive Aktivitét
nachgewiesen werden (Abb. 4.48A). Sowohl Benzamidoxim, als auch Benzhydroxamsdure wurden
durch YcbX reduziert. Hierbei wurde Benzamidoxim circa um den Faktor 4 besser umgesetzt als
Benzhydroxamsaure. Dies &hnelt der Situation des humanen mARCs, welches Benzamidoxim ebenfalls

besser umsetzt als Benzhydroxamséure (Kap. 4.1.2.2).

YiiM und Fre sind im Zusammenspiel mit NADH féhig eine reduktive Aktivitat gegeniber
Benzamidoxim und Benzhydroxamsaure aufzuzeigen (Abb. 4.48B). Es konnte kein grofer
Aktivitatsunterschied zwischen beiden Substraten festgestellt werden. Die Reaktion ist durch den Zusatz
von FAD circa um den Faktor 6 erhoht. Fir alle anderen Inkubationsansétze konnte keine reduktive

Aktivitat verzeichnet werden.

Um die katalysierte Reaktion von YcbX und YiiM genauer zu charakterisieren wurde zudem jeweils

eine Substratabhangigkeit mit Benzhydroxamséaure durchgefiihrt:
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Abb. 4.49: Substratabhangigkeiten von YcbX und YiiM fur Benzhydroxamséaure.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabh&ngigen Proben. Fir die Durchfuhrung
siehe Kap. 3.12. (A) Substratabhéngigkeit fir YcbX. (B) Substratabhé&ngigkeit fir YiiM.

Der Km-Wert betragt fir YcbX 0,5 £ 0,1 mM und fur YiiM 0,2 £ 0,1 mM. Der Vma-Wert liegt
entsprechend bei 43 + 2 nmol-mg Protein™®-min™ und 70 + 2 nmol-mg Protein™*-min. Betrachtet man
Abb. 4.49A, so ist ersichtlich, dass es zu keiner Séttigung innerhalb des betrachteten
Konzentrationsbereiches kommt. Es hat keine Optimierung der Stéchiometrie zwischen YcbX und CysJ
bzw. YiiM und Fre stattgefunden, sodass die reduktive Aktivitat bezogen auf den Proteingehalt
hierdurch stark beeinflusst werden kénnte. Daraus resultierend sollte flir Vergleichszwecke der Kn-Wert
in Betracht gezogen werden. Dieser liegt fur YcbX bei 0,53 £ 0,08 mM und fur YiiM bei
0,20 £ 0,02 mM. Somit weist YiiM eine hohere Affinitdit zu Benzhydroxamsdure auf als YcbX.
Krompholz konnte in ihrer Arbeit fur das Substrat Benzamidoxim einen niedrigeren Kn-Wert flir YcbX
im Vergleich zu YiiM ermitteln (0,23 = 0,05 mM gegeniiber 0,64 £0,12 mM) (Krompholz, 2013). Ein
mdoglicher Grund koénnte sein, dass fiir die beiden Experimente unterschiedliche Enzymchargen
verwendet wurden. Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurden alle verfuigbaren Chargen auf ihre

Aktivitat getestet und die aktivsten Chargen verwendet.

4.11 Inkubationsstudien zur Charakterisierung des Fusionsproteins

4.11.1 Einfuhrung zum Fusionsprotein

Das mARC-Enzymsystem besteht aus den drei Komponenten Cyb5R, Cyb5 und mARC. Fir in vitro
Versuche mussen alle drei Proteine jedem Inkubationsansatz hinzugefiigt werden. Plitzko hat in lhrer
Diplomarbeit bereits die Bedingungen fir dieses System optimiert (Plitzko, 2010). Allerdings kommt
es durch Chargenschwankungen zu unterschiedlichen Aktivititen jeder einzelnen Komponente, die
insbesondere von der jeweiligen Cofaktorséttigung abhéngig ist: FAD fiir Cyb5R, H&m fir Cyb5 und
Moco fur mARC. Dementsprechend musste fiir jedes Protein der Cofaktorgehalt bestimmt werden,
wobei Schwankungen in den Umsetzungsraten trotzdem nicht vollumfénglich ausgeschlossen werden

konnten. Um diesem Sachverhalt vorzubeugen, wurde der Versuch unternommen, ein Fusionsprotein
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aus mARC1, Cyb5 und Cyb5R zu generieren. Bisher konnte das mARC1-Fusionsprotein erfolgreich

exprimiert werden. Der Proteingehalt wurde wie unter Kap. 3.1 beschrieben bestimmt.

Plitzko konnte zeigen, dass das optimale Verhéltnis von mARC1 zu Cyb5 zu Cyb5R im rekombinanten
System bei 10:10:1 liegt. Im Fusionsprotein liegen diese im Verhaltnis 1:1:1 vor. Dies fuhrt dazu, dass

die Umsetzungsrate, die pro Proteinmenge berechnet wird, reduziert ist.

Zunéchst wurde das pH-Optimum flr das Fusionsprotein sowie mMARC1 und mARC2 bestimmt. Zur
Uberpriifung des pH-Optimums ist es von groRer Bedeutung, die lonenstirke konstant zu halten, da
diese einen groRen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit haben kann (Ellis und Morrison, 1982).
Daraus resultierend wurde ein Puffer aus 50 mM Essigsaure, 50 mM MES und 100 mM Tris verwendet.
Zum Einstellen wurde 1 M NaOH bzw. 1 M HCI verwendet. Zum Ausgleich der zugeflgten lonen
wurde 0,5 M NaCl verwendet. Alle Pufferlésungen enthielten somit dieselbe lonenstérke.

4.11.2 Ergebnisse

Fir die Untersuchungen wurde das Modellsubstrat Benzamidoxim verwendet und die Proben per HPLC

guantifiziert. In Abb. 4.50 ist die so erhaltene pH-Abhéangigkeit dargestellt:
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Abb. 4.50: pH-Abhangigkeit der reduktiven Aktivitat in einem Mehrkomponentenpuffer.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhé&ngigen Proben, doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fir die Durchfiihrung siehe
Kap. 3.11.

Fur die zusammengesetzten Ansatze von mARC1 und mARC2 konnten die Ergebnisse von Plitzko
reproduziert werden, sodass fiir beide Proteine das pH-Optimum bei circa 6,0 liegt. Dies flihrte dazu,
dass alle weiteren Untersuchungen bei pH 6,0 durchgefihrt worden sind. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen fiir die Aktivitat der Cyb5R, die ebenfalls ihr pH-Optimum bei pH 6 hat (Abe und Sugita,
1979). Fur das Fusionsprotein ist das Optimum auf ungefdhr pH 5,0 verschoben, wenngleich der

Unterschied nicht so stark ausféllt wie fr die einzelnen Proteine.
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Um den Einfluss der Pufferstérke und -substanz auf die reduktive Aktivitat des mARC1-Fusionsproteins
zu Uberprufen, wurden vier unterschiedliche Puffersysteme ausgewahlt: BisTris, MES, HEPES und
Phosphatpuffer. Zudem wurden jeweils sechs unterschiedliche Konzentrationen vermessen, die in der

folgenden Abb. 4.51 dargestellt werden:
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Abb. 4.51: Abhangigkeit der reduktiven Aktivitat des mMARC1-Fusionsproteins von der Pufferstarke und -
substanz.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhé&ngigen Proben doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fir die Durchfiuhrung siehe
Kap. 3.11.

Sowohl die Pufferstérke, als auch die Puffersubstanz haben einen Einfluss auf die Aktivitat des
mMARC1-Fusionsproteins (Abb. 4.51). Die hdchste Aktivitat konnte mit BisTris bei einer Konzentration
von 80 mM verzeichnet werden. Insgesamt konnten die hochsten Aktivitaten fur BisTris bestimmt
werden. Eine Ausnahme hiervon bildet die Pufferkonzentration von 20 mM, bei der MES Uberlegen ist.
Eine Erhéhung der Pufferkonzentration tber 80 mM wirkt sich auf alle Puffersysteme negativ aus.

Um den Einfluss der eingesetzten Proteinmenge auf die Umsetzungsrate zu untersuchen, wurde zudem
eine Proteinabhéngigkeit fiir das mARC1-Fusionsprotein durchgefiihrt (Abb. 4.52):
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Abb. 4.52: Proteinabhangigkeit fir das mARC1-Fusionsprotein.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhé&ngigen Proben, doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fur die Durchfuhrung siehe
Kap. 3.11.

Die Proteinabh&ngigkeit verlauft linear mit einem Korrelationskoeffizienten von 0,9983 (Abb. 4.52).
Allerdings verlauft die Regressionsgerade nicht durch den Ursprung, was durch eine Kontamination von
Benzamidoxim mit Benzamidin oder durch eine nichtenzymatische Reduktion verursacht worden sein
konnte. Somit kann die Proteinmenge in den Inkubationsansétzen im aufgezeigten Bereich frei gewahlt

werden.

AuBRerdem wurde die Zeitabhéngigkeit fur das mARCL1-Fusionsprotein charakterisiert (Abb. 4.53):
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Abb. 4.53: Zeitabhéngigkeit fir das mARC1-Fusionsprotein.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben, doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Flr die Durchfiihrung siehe
Kap. 3.11.
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Fir die Zeitabhdngigkeit ergibt sich ein &hnliches Bild wie fur die einzelnen Proteine (Abb. 4.55).
Zunéchst verlauft die Kurve tber einen Zeitraum von 5 Minuten relativ linear an, um sich dann jedoch
hyperbolisch einem Maximum anzunahern. Ab 15 Minuten ist keine nennenswerte Steigerung der

gebildeten Menge an Benzamidin mehr zu beobachten. Fiir ndhere Erlauterungen hierzu siehe Kap. 4.12.

Zur Beurteilung der Affinitat zwischen Benzamidoxim und dem Fusionsprotein sowie zur Ermittlung

der optimalen Benzamidoximkonzentration wurde eine Substratabhéngigkeit vermessen:
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Abb. 4.54: Substratabhangigkeit fir das mARC1-Fusionsprotein.
Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben, doppelt vermessen.
Fir die Durchfihrung siehe Kap. 3.11.

Die Substratabhéngigkeit folgt einer Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 4.54). Der Kyn-Wert betréagt
0,7 £ 0,1 mM und der Vmax-Wert 35 + 1 nmol-mg Protein*-min. Der Kn-Wert fir das herkémmliche
System betragt 0,6 + 0,1 mM und weicht von diesem somit nur geringfiigig ab. Der Vmax-Wert ist jedoch
circa um den Faktor 19 reduziert (Vmax fur herkémmliches System: 675 nmol-mg Protein’t-min). Dies
kann u. a. an der Cofaktorsattigung, bzw. an der Verlinkung der einzelnen Enzyme liegen und damit
deren Interkation beeinflussen. Die Aktivitat kdnnte durch Optimierungen in der Expression gesteigert

werden.
4.12 Inkubationsstudien zur Uberpriifung der Zeitabhangigkeit

Ausgangspunkt fir die folgenden Untersuchungen war die Tatsache, dass zwar mit subzelluléren
mitochondrialen porcinen Material eine Zeitabhangigkeit tiber 75 Minuten nachgewiesen werden konnte
(Abb. 4.30), dies jedoch nicht fiir das rekombinante System zutraf. In der folgenden Abb. 4.55 ist eine
Zeitabhangigkeit fur Benzamidoxim mit mARC1 und mARC2 (ber einen Zeitraum von 30 Minuten

dargestellt:
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Abb. 4.55: Zeitabhéngigkeit fir mARC1 und mARC2.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhé&ngigen Proben, doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fur die Durchfuhrung siehe
Kap. 3.11.

Auffallig ist, dass bereits zum Zeitpunkt t = 0 eine Aktivitét von circa 2000 nmol-mg Protein™ gemessen
werden konnte. Wie Versuche zur Wiederfindungsbestimmung von Benzamidin zeigten, lag keine
Verunreinigung von Benzamidoxim oder chemische Zersetzung in diesem AusmaR vor (Daten nicht
gezeigt). Dementsprechend muss dies an der Versuchsdurchfiihrung liegen, sodass bereits extrem kurze
Kontaktzeiten zu einem Umsatz flhrten.

Um die Ursachen fiir dieses Phanomen genauer zu untersuchen, sollte zundchst der Einfluss einer
Vorinkubation bestimmter Bestandteile auf die reduktive Aktivitat Gberprift werden. Dazu wurden die
Versuchsbedingungen im Vergleich zu Kap. 3.11 leicht abgeandert und die Proteinmenge um die Halfte
reduziert. Zudem fand eine Vorinkubation mit den beschriebenen Komponenten in der Tab. 4.4 fiir
15 Minuten statt. Nach dieser Zeit wurde die Reaktion mit den fehlenden Komponenten und

Benzamidoxim als Substrat gestartet. Die Versuchsdurchfuihrung ist in folgender Abb. 4.56 verdeutlicht:

Auswahl von mARCI. Fehlende
Cyvb3. Cyb3R. NADH Komponente BAO
15 min, 37 °C 15 min, 37 °C
> > Auswertung
Vorinkubation Inkubation

Abb. 4.56: Schema der Versuchsdurchfiihrung zum Einfluss der Vorinkubation.
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Tab. 4.4: Inkubationsversuche mit 15 Minuten Vorinkubation

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben. Als Substrat wurde
Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fir die Durchfiihrung siehe Kap. 3.11. mit der
beschriebenen Modifikation. Es wurde nur die mARC1-Form eingesetzt.

Aktivitat
Vorinkubation Reaktionsstart durch Zugabe von
[nmol-mg Protein™*-min]
Cyb5, NADH BAO, mARC, Cyb5R 287+ 11
NADH BAO, mARC, Cyb5R, Cyb5 221+2
MARC, Cyb5, Cyb5R BAO, NADH 212+2
Cyb5R, NADH BAO, mARC, Cyb5 152 +7
mARC, Cyb5, NADH BAO, Cyb5R 148+ 7
Cyb5, Cyb5R, NADH BAO, mARC 147 +5
MARC, NADH BAO, Cyb5, Cyb5R 84+ 4
mARC, Cyb5, Cyb5R, NADH BAO 10+1
mARC, Cyb5R, NADH BAO, Cyb5 7+2

In der Tab. 4.4 sind die jeweiligen Aktivitaten aufgefiihrt. Eine Vorinkubation von mARC, Cyb5R und
NADH fiihrt zu einer starken Senkung der Aktivitat, da sowohl beim Ansatz der mARC, Cyb5R und
NADH (7 £ 2 nmol-mg Protein*-min) sowie der Ansatz der alle Proteine und NADH
(10 = 1 nmol-mg Protein*-min?) enthielt, es zu einer deutlichen Abnahme der reduktiven Aktivitat
kommt. Die Vorinkubation von mARC (84 + 4 nmol-mg Protein*-mint) fiihrt zu einer niedrigeren
Aktivitdt. Durch die Vorinkubation von Cyb5 (287 + 11 nmol-mg Protein™-min?) lasst sich die

Aktivitat etwas steigern.

Versuche, bei denen den Ansdtzen sukzessive weiteres NADH zugegeben wurde, konnten ebenfalls
nicht zu einer Steigerung der Aktivitat fuhren. Durch weitere Untersuchungen wurde ersichtlich, dass
durch eine spatere Zugabe von zusatzlichem mARC-Protein die Reaktion langer ablaufen konnte und

es somit zu einer Inaktivierung von mARC wéhrend der Inkubation kommen muss.

Um die Konzentration an NADH niedrig zu halten und dadurch einer Inaktivierung von mARC
vorzubeugen, wurde ein NADH regenerierendes System mithilfe der
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD) gewahlt. Es wurde die G6PD aus Leuconostoc
mesenteroides, einem grampositiven Milchséurebakterium, gewéhlt, die sowohl NAD™ als auch NADP*

reduzieren kann (Olive et al., 1971):
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Abb. 4.57: Reduktion N-hydroxylierter Strukturen durch das regenerative-NADH-System.

Durch das Enzym Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6PD) wird NAD* zu NADH reduziert. Hierfiir werden
die Elektronen von Glucose-6-phosphat bereitgestellt, welches selbst zum 6-Phosphogluconolacton oxidiert wird.
Durch das mARC-Enzymsystem werden die Elektronen dann auf die N-hydroxylierte Struktur tibertragen und
NAD? steht fur die G6PD wieder zur Verfiigung.

In Abb. 4.57 ist schematisch dargestellt, wie es zu der Reduktion der N-hydroxylierten Funktion durch
das regenerative NADH-System. Mithilfe von diesem System wurde fur die Zeitabhangigkeit folgende
Abb. 4.58 erhalten:
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Abb. 4.58: Zeitabhangigkeit mit dem regenerativen-NADH-System durch das mARC-System.

Abgebildet sind die Mittelwerte + Standardabweichung von jeweils 2 unabhéngigen Proben, doppelt vermessen.
Als Substrat wurde Benzamidoxim in einer Konzentration von 3 mM eingesetzt. Fur die Durchfuhrung siehe
Kap. 3.11. Abweichend hierzu wurde die Proteinmenge um die Halfte reduziert und kein NADH den Ansétzen
zugesetzt. Die Konzentration von Glucose-6-phosphat betrug 3 mM, die von MgCl, 0,1 mM, die von NAD* 10 pM
und die Aktivitat von G6PD 0,1 U.
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Durch Vorversuche wurden die Mengen an G6PD auf 0,1 U pro Ansatz und 10 uM NAD™ optimiert.
Durch den Einsatz des regenerativen-NADH-Systems konnte die Zeitabhéngigkeit Giber den Bereich von
0 bis 30 Minuten linear gehalten werden (Abb. 4.58). Die Korrelationskoeffizienten betragen fiir
MARC1 0,9944 und fir mARC2 0,9874. Mit dem bereits etablierten System war dies maximal ber
einen Zeitraum von 5 Minuten mdoglich. Allerdings sind die Umsetzungsraten bezogen auf die
Zeiteinheit geringer. Dieses System ist somit langsamer, aber schonender fir das mARC-Protein und
ahnelt mehr der physiologischen Situation.

Um eine Vergleichbarkeit mit allen tbrigen erhobenen Daten zu gewéhrleisten, wurden alle Substrate

mithilfe des herkémmlichen Systems vermessen.
4.13 Inkubationsstudien zum Einfluss von Losungsvermittlern

Viele der in dieser Arbeit untersuchten Substrate wverfigen nicht Uber eine ausreichende
Wasserldslichkeit, sodass nicht auf den Einsatz von Ldsungsvermittlern verzichtet werden konnte.
Haufige Anwendung als Lésungsvermittler findet DMSO, welches selbst eine polare Flissigkeit ist, die
beliebig mit Wasser mischbar ist. DMSO ist chemisch relativ inert und verfiigt Uber sehr gute
Ldsungseigenschaften. Um den Einfluss von DMSO auf die reduktive Aktivitat zu Gberprifen, wurde
als Substrat Benzhydroxamsdure ausgewahlt, welches den Einsatz von DMSO nicht bendtigt, da es

bereits in ausreichender Konzentration im 20 mM MES Puffer 16slich ist.
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Abb. 4.59: Einfluss der DMSO-Konzentration auf die reduktive Aktivitat gegentiber Benzhydroxamséaure.
Die Konzentration von Benzhydroxamséure betrug 3 mM. Alle Umsetzungen sind auf die Umsetzungsrate ohne
DMSO-Zusatz normiert. Zur Durchfiihrung siehe Kap. 3.11.

Wie aus der Abb. 4.59 ersichtlich wird, hat DMSO stets einen negativen Einfluss auf mMARC1. Die
reduktive Aktivitat nimmt hierbei linear mit der zugesetzten Menge an DMSO ab und endet in dem
betrachteten Konzentrationsbereich bei circa 40 %. Fir mARC?2 ist zu beobachten, dass es zunéchst zu

einer Aktivitatssteigerung bei 1 % DMSO auf 116 % reduktive Aktivitdt kommt, jedoch fallt diese dann
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ebenfalls auf circa 40 % Restaktivitat bei 10 % DMSO. Der Zusatz von DMSO sollte also moglichst

gering gehalten werden, um den negativen Einfluss auf die Enzymaktivitat zu minimieren.

Des Weiteren wurde der Einfluss von DMF, als alternativer Losungsvermittler fir schwerlésliche
Substrate, auf die reduktive Aktivitat von mARC getestet.
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Abb. 4.60: Einfluss der DMF-Konzentration auf die reduktive Aktivitat gegentiber Benzhydroxamsaure.
Die Konzentration von Benzhydroxamsdure betrug 3 mM. Alle Umsetzungen sind auf die Umsetzungsrate ohne
DMF-Zusatz normiert. Zur Durchfiihrung siehe Kap. 3.11.

DMF zeigt wie DMSO ebenfalls einen negativen Einfluss auf die reduktive Aktivitat von mARC.
MARC?2 scheint hierbei empfindlicher zu reagieren und weist bereits bei 5 % DMF nur noch eine
Restaktivitat von 31 % im Vergleich zu 54 % fiir mARC1 auf. Vergleicht man den Einsatz von DMSO
mit DMF, so wird deutlich, dass DMSO sich besser fiir den Einsatz als Ldsungsvermittler eignet als
DMF. Deshalb wurde fir alle Arbeiten DMSO als Ldsungsvermittler gewéhlt und die Konzentration
mdglichst niedrig gehalten.
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5 Cyclovoltammetrisches Screening unbekannter und bekannter Substrate
fir mARC

5.1 Einfahrung zur Cyclovoltammetrie

Herkdmmliche Untersuchungen neuer Substrate fiir mARC wurden bisher tber die Quantifizierung der
Metaboliten per HPLC-Analyse durchgefihrt (Ott et al., 2015). Diese Methode ermdglicht die genaue
Identifizierung des Metaboliten und eignet sich sehr gut, um eine kleine Anzahl an Substraten genau zu
untersuchen. Da es sich bei mMARC jedoch um ein Stoffwechselenzym handelt, das eine Vielzahl an
N-hydroxylierten Strukturen zu reduzieren vermag, bietet die Cyclovoltammetrie (CV) eine interessante
Methode, um ein Screeningverfahren mit héherem Durchsatz fir mogliche Substrate zu etablieren
(Kalimuthu et al., 2017).

Ein Beispiel aus der klinischen Praxis fur eine elektrochemische Messung ist das amperometrische
Verfahren zur Blutzuckerbestimmung (Wang, 2008). Bei der Oxidation der Glucose zu Gluconolacton
durch Glucoseoxidase werden Elektronen freigesetzt, die zu einem quantifizierbaren Stromfluss
beitragen. Diese Biosensoren sind von besonderer Relevanz fiir Patienten, die an Diabetes Mellitus

erkrankt sind und somit stetig ihren Blutzucker mit solchen Biosensoren tberwachen kénnen.

Die CV gehort zu den elektrochemischen Methoden (siehe auch die schematische Darstellung einer
elektrochemischen Zelle unter Abb. 3.31). Bei dieser Methode wird die Stromstarke in Abhédngigkeit
des angelegten Potenzials gemessen. Zu Beginn einer Messung wird ein bestimmtes Potenzial Uber die
Elektroden angelegt. Hiervon ausgehend wird dieses bis zu einem im Vorfeld definierten Potenzial
schrittweise gedndert. Die Scanrate, angegeben in der Spannungsanderung pro Zeit, ist hierbei ein
wichtiger Parameter. Hat die Spannung das definierte Potenzial erreicht, kehrt sie mit gleicher

Geschwindigkeit zum Ausgangspotenzial zuriick. Einen Durchlauf bezeichnet man dabei als Scan.
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Abb. 5.1: Repréasentatives Cyclovoltammogramm einer Au/MSA/Chitosan-Cyb5/mARC1-Elektrode.
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In der Abb. 5.1 ist das Cyclovoltammogramm von Cyb5 dargestellt. Hierbei handelt es sich um einen
Scan ohne Substrat. Der gemessene Stromfluss kommt durch die Reduktion des Eisens in der

Hamgruppe von Fe3* zu Fe?* bzw. dessen Oxidation zustande.

Fir die Messung wurde die Oberflache der polierten Goldelektrode wurde mit Mercaptobernsteinsaure
behandelt, sodass sich ein selbstetablierter Monolayer (self-assembled monolayer) ausbildet. Dies ist fiir
die Leitfahigkeit von grof3er Bedeutung. Als effektiver Promoter auf Goldelektroden hat sich Chitosan
erwiesen (Feng et al., 2005). Chitosan vermittelt hierbei eine bessere Anhaftung des Proteins an die

Elektrodenoberflache und ermdglicht einen groReren Stromfluss.

Die groRten Vorteile der CV fir Untersuchungen der Reduktionen durch das mARC-Enzyms sind
hierbei die Zeitersparnis sowie der Verzicht des Metaboliten als Referenzsubstanz fir die
HPLC-Analytik. Diese Stoffe sind haufig nicht kommerziell erhéltlich. Zudem ist ein breit angelegtes
Inhibitor-Screening ebenfalls mdglich. Nachteilig ist, dass das System leicht durch duRere Einflisse wie
unspezifische Oxidationen oder Reduktionen gestort werden kann.

Bauch befasste sich in ihrer Dissertationsarbeit mit der Beschichtung einer Graphitelektrode mit mARC,
um die durch mARC Kkatalysierten Reaktionen genauer zu charakterisieren (Bauch, 2015). Allerdings
gelangen ihr nur Teilerfolge, da sie zwar ein Redoxpotential von — 335 mV versus NHE bei
physiologischem pH-Wert ermitteln konnte, aber kein katalytischer Stromfluss bei Zugabe bekannter
Substrate bestimmbar war. Dies zeigt auf, dass die Entwicklung einer direkten mARC-Elektrode einen
aufRerst schwierigen Prozess darstellt.

5.2 Ergebnisse

Zunéchst wurde Benzamidoxim als Modellsubstrat vermessen. Hierzu wurde durch mehrmaliges
Scannen ein konstantes Cyb5-Cyclovoltammogramm eingestellt und die Konzentration an

Benzamidoxim kontinuierlich in der Zelle erhéht (Abb. 5.2).
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Abb. 5.2: Cyclovoltammogramme einer Au/MSA/Chitosan-Cyb5/mARC1-Elektrode bei steigender
Konzentration von Benzamidoxim.

Das oberste Cyclovoltammogramm zeigt die Cyb5-Antwort ohne Substrat. Nachfolgend sind die Konzentrationen
an Benzamidoxim: 0,2; 0,8; 1,5; 4,8; 9,8 mM.

AnschlieBend wurden in folgender Abb. 5.3 die Differenzstromstirken gegen die Konzentration
aufgetragen:
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Abb. 5.3: Michaelis Menten-Diagramm fiir die Umsetzung von Benzamidoxim mit einer Au/MSA/Chitosan-
Cyb5/mARC1 Elektrode.

Die Bestimmung vom Wert Vmax ist stark von der Elektrode abhéngig, wie diverse Versuche zeigten.
Die gemessenen Stromstarken konnten nicht ausreichend reproduziert werden, sodass eine Auswertung
mit Bestimmung eines Vmax-Wertes nicht mdglich war. Jede Elektrode konnte nur fir eine Messreihe
eines Substrates verwendet werden, da ein Entfernen von bereits anhaftenden Substratmolekilen durch
mehrere Reinigungsschritte nicht erzielt werden konnte. Dies konnte an dem Aufbau der Elektrode

liegen, sodass durch die Membran einige Substratmolekiile an der Elektrodenoberflache oder an der
Membran selbst zuriickgehalten wurden.
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Die Etablierung der Elektrode mit mARC2 gestaltete sich dulRerst schwierig, sodass es haufig dazu kam,
dass die Elektrode nicht geeignet war, um eine Messreihe aufzunehmen. Die Hintergriinde fiir dieses
Versagen konnten nicht ausreichend aufgeklart werden. Zudem konnten fur einige mARC2-Elektroden
zwar Stromflisse bestimmt werden, allerdings kam es zu keiner Substratséattigung, sodass auf die
Bestimmung der K-Werte verzichtet werden musste. Aus diesem Grund war lediglich eine qualitative

Aussage moglich, ob eine Katalyse durch mARC?2 stattfindet.
In der nachfolgenden Tab. 5.1 sind die Ergebnisse vergleichend dargestellt:

Tab. 5.1: Umsetzung unterschiedlicher Substrate durch die Au/MSA/Chitosan-Cyb5/mARC Elektroden.
+ = Substrat flir mMARC; - = kein Substrat. Fir mARC1 sind im Falle einer Reduktion die bestimmten Ky-Werte
angegeben.

mARC1
Substrat MARC?2
Km [MM]
. +
Hydroxylamin +
0,09 £ 0,02
. +
Benzamidoxim +
0,32 +0,03
Benzhydroxamséure * +
0,36 £ 0,02
Nicotinamid-N-oxid * -
0,52 +£0,04
N-Hydroxyharnstoff * +
2,36 £ 0,37

N-Hydroxyphenacetin - -

Nitrat - -

Die Ergebnisse entsprechen zum groBen Teil den vorherigen HPLC-Untersuchungen.
Interessanterweise ist Hydroxylamin das Substrat mit dem kleinsten Kn-Wert (0,09 + 0,02 mM). Zudem
konnten fiir Hydroxylamin besonders hohe Stromstéarken gemessen werden. Nicotinamid-N-oxid wurde
nur durch mARC1 reduziert. Fir N-Hydroxyphenacetin und Nitrat wurde keine Katalyse beobachtet.
Zusétzlich wurden die Substrate Fosmidomycin (Hydroxamséure) und Olaquindox (zweifaches N-Oxid)
getestet, jedoch konnten bei diesen Messungen keine eindeutigen Ergebnisse erhalten werden (Daten

nicht gezeigt).
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6 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, den Metabolismus von pharmazeutischen relevanten Hydroxamséuren durch
das mARC-Enzymsystem genauer zu untersuchen. Als Grundlage fur die Untersuchungen diente zum
einen die Arbeit von Amschler, die bereits im Jahre 2004 zeigen konnte, dass die Reduktion von
Benzhydroxamsdure in der mitochondrialen Fraktion angereichert ist und NADH das bevorzugte
Cosubstrat darstellt (Amschler, 2004). Zum anderen setzte von Froriep in seiner Arbeit erstmals
Benzhydroxamsdure mit mARC um und konnte damit belegen, dass mARC fahig ist, die Reduktion
zum Amid zu katalysieren (Froriep, 2013).

Um aufzuzeigen, dass mARC fir die jeweilige Reduktion verantwortlich ist, wurden zundchst
Metabolismusstudien mit porcinen subzelluldren Fraktionen in dieser Arbeit durchgefiihrt. Es ist zu
beachten, dass es sich bei den subzelluléren Fraktionen lediglich um angereicherte Fraktionen handelt
und Kreuzkontaminationen untereinander nie ausgeschlossen werden koénnen. Bei den
Inkubationsstudien konnte gezeigt werden, dass fiir alle untersuchten Hydroxamséuren, mit Ausnahme
der am Stickstoff substituierten (Kap. 4.8), eine Anreicherung der reduktiven Aktivitdt in den
Mitochondrien vorliegt (Abb. 4.2). Neben der Reduktion war fiir das Modellsubstrat
Benzhydroxamsdure auch die Hydrolyse zur Carbonsaure detektierbar. Die Hydrolyse war stets in der

mikrosomalen Fraktion angereichert.
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Abb. 6.1: Beobachteter Metabolismus von Benzhydroxamsaure.

Fir das Homogenat als Enzymquelle konnten fur das Modellsubstrat Benzhydroxamséure unter den
gewahlten Inkubationsbedingungen vergleichbare Umsetzungsraten zum Benzamid sowie zur
Benzoeséure detektiert werden. Somit stellt neben der Hydrolyse die Reduktion einen elementraren
Metabolismusweg dar. Diese Tatsache unterstiitzen auch pharmakokinetische Untersuchungen zu der
Hydroxamsdure Trichostatin A (Sanderson et al., 2004). Nach einer intraperitonealen Injektion von

Trichostatin A entstanden die Hauptmetaboliten durch Reduktion und Hydrolyse.
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Ungeklart ist bisher, ob bestimmte Amidasen féhig sind die Hydrolyse des Amids zur Carbonséure zu
katalysieren. Erste Versuche mit Benzamid und subzellularen Fraktionen zeigten jedoch keine erhdhten

Konzentrationen an Benzoesaure.

Intravends verabreichtes Belinostat, eine auf dem Markt befindliche Hydroxamsdure, unterliegt im
Menschen sehr starken metabolischen Prozessen. Nur 10 % der verabreichten Menge an Belinostat
verlieRen den Korper unveréndert (Calvo et al., 2016). Als Hauptmetabolit konnte hier das durch eine
Phase-11-Reaktion gebildete Glucuronid nachgewiesen werden, welches vor allem durch die
Glucuronosyltransferase 1Al gebildet wird (Wang et al., 2013). Diese Glucuronide unterliegen dann

einem enterohepatischen Kreislauf.

Wahrend im Menschen die Glucuronidierung von Hydroxamsauren bevorzugt ablauft, so ist die
ebenfalls im Menschen stattfindende Reduktion der favorisierte Weg in Ratten (Dalvie et al., 2008).
Dies bedarf besonderer Beachtung, da viele vorklinische Versuche in Ratten bzw. M&usen durchgefuhrt
werden. Somit kann es dennoch lohnenswert sein, die Entwicklung einer Substanz weiterzuverfolgen,

auch wenn in ersten Tierversuchen eine Reduktion der Hydroxamséure zum Amid detektiert wurde.

Bisher wurde das Enzym Aldehydoxidase fur die katalysierte Reduktion verantwortlich gemacht
(Kitamura et al., 1994), insbesondere fiir die Verbindung CP544439 (Obach, 2004). Allerdings konnten
fir die cytosolischen Fraktionen, in der die Aldehydoxidase lokalisiert ist, in dieser Arbeit kaum
reduktive Aktivitdten gegeniber Hydroxamsauren nachgewiesen werden (Abb. 4.36). Zudem wurden
in den Untersuchungen zu der Aldehydoxidase artifizielle Elektronendonatoren wie
N-Methylnicotinamid eingesetzt, womit eine physiologische Relevanz dieser Untersuchungen in Frage

zu stellen ist.

Folgende Tabelle gibt einen Uberblick tiber die in dieser Arbeit untersuchten Hydroxamsauren inklusive

ihrer kinetischen Parameter fur das rekombinante mARC-System:
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Vmax Vmax / Km
Substrat mARC Km [MM]
[nmol-mg Proteint-min?] [nmol-mg Protein'*-mint-mM-]

Benzhydroxam- hmARC1 0,3+0,1 74 +7 247
saure hmARC2 21+03 314 +23 150

hmARC1 0,1+0,1 33+3 330
Givinostat*

hmARC2 0,3+0,1 46 + 2 153

hmARC1 0,8+0,2 31+3 39
Vorinostat*

hmARC2 09+04 19+3 21

hmARC1 1,1+0,1 13+1 12
Bufexamac*

hmARC2 1,1+0,2 8+1 7

hmARC1 0,2+0,1 79+3 395
4975

hmARC2 0,3+0,1 17+1 57

hmARC1 0,1+0,1 25+2 250
5339

hmARC2 1,7+0,3 12+1 7

hmARC1 09+0,1 62 +2 69
50030

hmARC2 54+0,8 16+2 3

hmARC1 0,4+0,1 243 +6 608
H191*

hmARC2 1,7+0,4 126 + 23 74

hmARC1 0,3+0,1 50+ 4 167
CP544439*

hmARC2 -/- -/- -/-

hmARC1 0,6+0,1 675+ 25 1125
Benzamidoxim

hmARC2 0,5+0,1 550 + 12 1100

Tab. 6.1: Ubersicht der kinetischen Parameter fiir das rekombinante mARC-System.
Fir die mit einem * gekennzeichneten Substrate war der Einsatz von DMSO nétig: Givinostat (2 %),
Vorinostat (4,8 %), Bufexamac (8 %), H191 (4 %) und CP544439 (4 %).

Zu beachten ist, dass einige dieser Hydroxamséuren den Einsatz von DMSO als Ldsungsvermittler
bendtigen, DMSO jedoch die Aktivitadt von mARC beeinflussen kann (Kap. 4.13). Allgemein fallen die
Umsetzungsraten im Vergleich zum Modellsubstrat Benzamidoxim deutlich geringer aus. Aber auch
innerhalb der Hydroxamséuren gibt es grol3e Unterschiede. So wird z. B. die Hydroxamséure H191 trotz

eines Zusatzes von 4 % DMSO von mARC1 um den Faktor 2,5 starker reduziert als Benzhydroxamsaure
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(gemessen am Vmax/Kn-Wert). Bufexamac hingegen weist in vitro kaum eine Reduzierbarkeit durch
MARC auf (Faktor 20 geringer als Benzhydroxamsaure). Nicht aufgefihrt in der Tabelle sind die
Hydroxamsduren, die am Stickstoff substituiert sind und damit grotenteils nicht mehr durch mARC
reduziert werden kdnnen (Kap. 4.8). Benzhydroxamséure ist von den untersuchten Substraten die
einzige Hydroxamsaure, die hohere Umsetzungsraten (gemessen am Vmax-Wert) in vitro fur mARC2 als
MARCL1 besitzt.

Um die aktive Rolle von mARC an dem reduktiven Metabolismus an Hydroxamsauren zu belegen,
wurden siRNA-Experimente in HEK293- und HepG2-Zellen durchgefiihrt. Durch den Knockdown von
MARC1 konnte eine deutliche Verminderung der reduktiven Aktivitat um 44 — 55 % gegeniber dem
Modellsubstrat Benzhydroxamsaure in HEK293- (Abb. 4.9) sowie in HepG2-Zellen (Abb. 4.12)
nachgewiesen werden. Ahnliche Ergebnisse (Verminderung um 66 - 95 % der reduktiven Aktivitat)
wurden fiir den HDAC-Inhibitor Givinostat erhalten (Abb. 4.18 und Abb. 4.20). Somit scheint mMARC1
in humanen Zellen fiir die Reduktion der Hydroxamséduren von essentieller Bedeutung zu sein. Die
Beteilung von mARC?2 l&sst sich anhand der ausgewéhlten Zelllinien nur schwer abschatzen, da diese
Zellen kaum mARC2 exprimiert haben, wie aus der Western Blot-Analyse ersichtlich wird. Es erscheint
also nicht verwunderlich, dass die reduktive Aktivitat durch den Einsatz des gegen mARC?2 gerichteten
siRNA-Pools nur geringfligig beeinflusst wurde. Fir weitere Untersuchungen ware es sinnvoll, eine

Zelllinie zu testen, in der vor allem mARC2 und weniger mARC1 exprimiert wird.

Im Rahmen des Human Protein Atlas-Projekts wurden RNA- sowie Protein-Level bestimmt (Uhlén et
al., 2015). Fir die verwendeten Zelllinien HEK293 und HepG2 wurde auf RNA-Ebene mARC2 in
beiden Linien nachgewiesen, wobei das RNA-Level in HEK293 circa doppelt so hoch ist wie von
HepG2 (Anhang Abb. 4). Jedoch konnte in dieser Arbeit mMARC2 kaum per Western Blot in HEK293-
und HepG2-Zellen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis stimmt mit den Daten von Plitzko tiberein
(Plitzko 2014).

Plitzko hat in lhrer Arbeit zudem ZR-75-1-Zellen verwendet, welche zwar mARC2 exprimieren, aber
eine deutlich geringere Aktivitét besitzen als die HEK293-Zellen. Somit wére eine Quantifizierung der
Metaboliten schwer méglich, da die Hydroxamséuren eine schlechtere Umsetzung besitzen als die von
Plitzko verwendeten Amidoxime. Deshalb wurde von der Analyse mit ZR-75-1-Zellen in dieser Arbeit

abgesehen.

Zukunftig ist es durch das innovative CRISPR/Cas-Verfahren nun einfacher moglich, im Rahmen von
Zellkulturversuchen gezielt Gene auszuschalten. Dies hat den groRen Vorteil, dass es somit zu keiner
Restaktivitat der Gene mehr kommen kann und direkte Funktionsanalysen aussagekréftiger werden als
der Knockdown durch siRNA. Der mittels CRIPSR/Cas-vermittele Knockout von mARC ist
Gegenstand aktueller Forschung und konnte zudem fur die Beantwortung der Frage nach der Relevanz

von mARC hilfreich sein. Wenn ein Doppelknockout von beiden mARC-Formen nicht letal fir die
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Zellen ist, konnte dies dartber hinaus Aufschluss geben, ob mARC alleine fir die Reduktion von
Hydroxamsduren verantwortlich ist oder auch andere Enzyme einen signifikanten Einfluss auf die
Reduktion haben.

Mit Organen von Wildtyp- und mARC2-Knockout-Mé&usen wurden bereits Untersuchungen
durchgefuhrt. Der Knockout flihrt gegenilber unterschiedlichen Substraten zu einer signifikanten
verminderten Aktivitat (Rixen, 2017). Somit ist z. B. die Aktivitdt gegeniber dem Modellsubstrat
Benzamidoxim im Vergleich zu Wildtyp-Méausen um 76 — 93 % reduziert. Dies deutet auf die hohe
physiologische Relevanz der N-Reduktion durch mARC2 in Mausen hin. Fir die in dieser Arbeit
verwendeten murinen Organhomogenate konnte fur das Modellsubstrat Benzamidoxim ebenfalls eine
starke Verringerung der reduktiven Aktivitat gegentiber Amidoximen in Knockout-Mausen festgestellt
werden (Abb. 4.4). Die Untersuchungen zu Givinostat und Benzhydroxamsaure weisen jedoch ein
anderes Ergebnis auf. So findet zwar eine Reduktion der Hydroxamsauren durch die Organhomogenate
statt (Abb. 4.6A und Abb. 4.16A), jedoch ist nur in der Niere eine Verminderung der reduktiven
Aktivitat im Vergleich Knockout versus Wildtyp fiir beide Substrate festzustellen. Wahrend im Falle
der Benzhydroxamséure die Umsetzungsraten fir die Hydrolyse deutlich der Reduktion tiberwiegen (je
nach Gewebetyp um den Faktor 4 — 20), ist dies fur Givinostat genau der umgekehrte Fall. Hier findet
vermehrt die Reduktion statt (~Faktor 1,5 — 3). Die Aktivitat der Hydrolyse ist nicht signifikant durch
den mARC2-Knockout beeinflusst.

Dass der Knockout von mARC?2 keinen scheinbaren Einfluss auf die Reduktionsrate in der Leber und
Lunge hat, ist ein bemerkenswertes Ergebnis, da rekombinantes humanes mARC2 Benzhydroxamsaure
starker reduziert als humanes mARC1 (Abb. 4.3). Diese Beobachtung deckt sich jedoch mit den
Ergebnissen der humanen Zellkulturversuche, die bereits gezeigt haben, dass mMARC2 wahrscheinlich
nur eine untergeordnete Rolle bei der Reduktion von Hydroxamsauren spielt. Somit kénnte in vivo
MARC1 die dominante Rolle Gbernehmen, auch wenn in vitro beide mARC-Formen die Reduktion der

Hydroxamsduren katalysieren.

Zu beachten ist auBerdem, dass murines mARC2 nur zu 75 % mit humanem mARC2 Ubereinstimmt
(Altschul und Gish, 1996). Hierdurch kann es zu unterschiedlichem Verhalten kommen. Des Weiteren
ist bisher weder fir murines mMARC2, noch fiir humanes mARC2 eine Kiristallstruktur aufgeklart, um
strukturelle Unterschiede aufdecken zu kdnnen. Flr weitere Untersuchungen ist es deshalb von groRem
Interesse rekombinantes murines mMARC2 auf die Aktivitat gegeniiber Hydroxamsauren zu testen sowie
die Generierung der mARC1-Knockout-Maus. Mit Letzterem beschaftigt sich bereits der Arbeitskreis
von Prof. Mikula in Warschau. Somit kann voraussichtlich in naher Zukunft der Einfluss des Knockouts

von murinen mARC1 auf die Umsetzung von Hydroxamsauren getestet werden.

Bezliglich der Toxizitat von bestimmten Hydroxamsauren ist es erstaunlich, dass mMARC kaum fahig ist,

N-Hydroxyphenacetin zu reduzieren und somit zu detoxifizieren. Dies konnte eine Erklarung fur die
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hohe Toxizitat von N-Hydroxyphenacetin, welches im Organismus durch Oxidation von Phenacetin
entsteht, sein, da somit fur die Entgiftung andere Mechanismen greifen missen. Fir die Entgiftung ist
beschrieben, dass nach weiterer Aktivierung zum Chinonimin eine Kopplung mit Glutathion stattfinden
kann (Mulder et al., 1978). Allerdings kénnen auch Addukte mit Proteinen entstehen, die so eventuell
fir die Phenacetin induzierte Nephropathie verantwortlich sind. Eine strukturell stark verwandte
Substanz zum Phenacetin stellt das Paracetamol bzw. Acetaminophen dar. Weitere Untersuchungen
sollten zum N-hydroxylierten Paracetamol sowie zum N-hydroxylierten Metaboliten von
N-Acetylaminofluoren durchgefiihrt werden. Dies konnte die These stltzen, dass insbesondere die
Verbindungen ein hohes toxisches Potenzial besitzen, deren reaktive N-hydroxylierte Metaboliten nicht
durch mARC reduziert werden kdénnen. N-hydroxyliertes Paracetamol ist allerdings so instabil, dass es

synthetisch nur schwer darstellbar ist.

Die Ursache dafir, dass N-Hydroxyphenacetin nicht durch mARC reduziert werden kann, liegt in dem
Substitutionsmuster am Stickstoffatom der Hydroxamsdurefunktion. Dies lasst sich aus den
Untersuchungen in Kap. 4.8 ableiten. Aus diesem Grund fuhrt die Einfuhrung einer Methylgruppe am
Stickstoff zu einer deutlichen Verminderung der reduktiven Aktivitdt um den Faktor 10 von
50 nmol-mg-Protein®-min?* auf 5 nmol-mg Protein*-min? fiir mARC1. Fir mARC2 konnte keine
Reduktion von N-Methylbenzhydroxamséure nachgewiesen werden. Die Einfiihrung der Phenylgruppe
fuhrt dazu, dass es zu einem Erliegen der Reduktion von mARC1 und mARC2 kommt (Abb. 6.2).
Interessanterweise reagiert mARC2 somit wesentlich empfindlicher auf die Einfuhrung eines
Substituenten als mMARC1.
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Abb. 6.2: Abnahme der Reduzierbarkeit durch das mARC-Enzymsystem.

Durch die Einfuhrung eines Substituenten am Stickstoffatom der Hydroxamsaurefunktion nimmt die
Reduzierbarkeit durch das mARC-Enzymsystem ab. mARC2 reagiert hierbei empfindlicher auf die Einfiihrung
als mARCL.

Mit der Erkenntnis des groRen Einflusses des Substituenten kann man die Reduktion der
Hydroxamsduren durch mARC maRgeblich beeinflussen. Die chelatierende Wirkung wird nur schwach
durch die Substitution beeinflusst (Chiu et al., 2005). Somit kann es in Erwéhnung gezogen werden die
Hydroxamsdurefunktion zu modifizieren, um bessere pharmakokinetische Eigenschaften fur den

Arzneistoffkandidaten zu erhalten. Fir die Entwicklung von LpxC-Inhibitoren wurde bereits eine
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Verbindung synthetisiert, die ber eine Methylgruppe am Stickstoff verfugt, jedoch war diese im
durchgefuhrten Aktivitatsassay inaktiv (Kalinin und Holl, 2016). Deshalb ist zu bedenken, dass sehr
héaufig Metallkationen, die sich im aktiven Zentrum der zu hemmenden Enzyme befinden, durch die
Hydroxamsdure inhibiert werden sollen. Die Wechselwirkung der Hydroxamsaure mit den Metallkation
also das W.irkprinzip dargestellt. Dadurch kann zum Teil die Einfuhrung eines sterisch
anspruchsvolleren Restes ein Problem darstellen, wenn dadurch der Arzneistoff nicht mehr an das
gewlinschte Target binden kann. Nichtsdestotrotz konnte somit der durch mARC Kkatalysierte
Metabolismus der Hydroxamséure verringert werden, was zu héheren Wirkstoffspiegeln fihrt und diese
dadurch langer im therapeutischen Bereich verweilen konnten. Das langere Verweilen im
therapeutischen Bereich konnte sich positiv auf die Einnahme des Arzneistoffes auswirken, sodass
dieser seltener bzw. in einer niedrigeren Dosis zu sich genommen werden kann. Neben der Forderung
der Compliance kann dies ebenfalls zu einer Senkung der unerwinschten Arzneimittelwirkungen
fiihren. Hydroxamséuren bieten, wenn sie z. B. als HDAC-Inhibitoren eingesetzt werden, ein grofles
Potenzial fir unerwinschte Arzneimittelwirkungen, da es eine Vielzahl unterschiedlicher HDACs im
menschlichen Korper gibt. Eine selektive Hemmung ist meistens nicht moglich, sondern vielmehr eine
Préferenz flr eine bestimmte Gruppe (Maolanon et al., 2016). Dementsprechend ist es das Ziel aktueller
Forschungsansétze, die Selektivitat der HDACs weiter zu erhéhen.

Eine besondere Hydroxamsdure stellt die Entwicklungssubstanz CP544439 dar. Diese wird fast
ausschlieBlich von humanem mARC1 reduziert (Kap. 4.6.2.2). Fir mARC2 konnte keine Umsetzung
quantifiziert werden. Unterstellt man den beiden mARC-Formen denselben katalytischen Mechanismus,
so muss die Ursache fiir diese extreme Praferenz in der Struktur des Enzyms liegen. Bis dato ist nur die
Kristallstruktur von mARCL1 bekannt. Diese Struktur verfligt zwar Uber den gebundenen Moco, jedoch
nicht Uber ein gebundenes Substrat oder einen Inhibitor. mARC verfiigt lber ein sehr groRes
Substratspektrum und dementsprechend ist die Bindetasche fur potentielle Substrate groB. Dies
erschwert Dockingstudien, um in silico-Vorhersagen Uber die Reduzierbarkeit von Substraten treffen zu
kénnen. Durch die strukturelle Aufklarung von mARC2, sowie die Kristallisation von mARC-Proteinen
mit Substraten oder derzeit nicht verfligbaren Inhibitoren, kdnnte es jedoch zukiinftig méglich sein,
Aussagen in silico Uiber die Reduzierbarkeit zu treffen. Weitere Untersuchungen sollten sich in Zukunft

mit dieser Thematik befassen.

In dieser Arbeit wurden vier unterschiedliche hydroxamhaltige LpxC-Inhibitoren getestet, wobei bisher
nur ein LpxC-Inhibitor (4975) in klinische Studien eingetreten ist. Eine Ursache dafiir kdnnte sein, dass
zwar in vitro eine gute Wirkung nachgewiesen werden konnte, die Ubertragbarkeit jedoch auf die in vivo
Situation durch einen starken Metabolismus im Organismus sowie im Bakterium nicht maéglich ist. Wie
in Kap. 4.10 beschrieben, verfiigen Bakterien ebenfalls Uber molybdénhaltige Enzyme, die dem
MARC-Enzym in ihren reduktiven Eigenschaften &hneln. Die MOSC-Enzyme YcbX und YiiM aus

E. coli sind beide fahig Hydroxamséuren zu reduzieren (Abb. 4.48). Somit sind neben dem humanen
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mARC auch prokaryotische Enzyme fahig Hydroxamséduren zu reduzieren (Abb. 6.3). Dies sollte bei
einer peroralen Applikation von Arzneistoffen, die eine Hydroxamséurefunktion enthalten, unbedingt

berucksichtigt werden.
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Abb. 6.3: Inaktivierung von Hydroxamsauren durch Enzyme der MOSC-Superfamilie.

Die Inaktivierung der aktiven Hydroxamsaure kann zudem einen Resistenzmechanismus gegen die unter
Kap. 4.5 vorgestellten LpxC-Inhibitoren, die zur Klasse der Antibiotika gehdren, darstellen. Durch die
Uberfiihrung der aktiven Hydroxamsaure in das inaktive Amid durch bakterieneigene MOSC-Proteine,
kénnten die Bakterien somit die intrazellulare Konzentration an aktiven Arzneistoffen verringern. In
diesem Zusammenhang sind jedoch weitere Untersuchungen notig, um aufzudecken, welchen Einfluss
diese Reduktion auf die Wirksamkeit der hydroxamsaurehaltigen LpxC-Inhibitoren hat. Interessant ware
hier der Vergleich von defizitaren YcbX und YiiM Stammen mit Wildtypstdmmen. Neben der Messung
der bakteriziden Wirkung, wére auch die Bestimmung der reduktiven Aktivitat von Interesse. Eventuell
flihrt eine nicht bakterizide Dosis an LpxC-Inhibitoren durch Resistenzmechanismen zu einer héheren

Aktivitat der fur die Reduktion verantwortlichen Enzyme.

In den praklinischen Untersuchungen zu den pharmakokinetischen Eigenschaften von
Arzneistoffkandidaten kommen (blicherweise eine Reihe von Modellen zum Einsatz. Wenn es um den
Metabolismus geht, werden haufig Modelle genutzt, die die Leber als Ursprung haben, da diese (ber
eine hohe Expression von metabolisierenden Enzymen verfugt. Jedoch liegt der Fokus sehr stark auf
den CYP-Enzymen, da diese fur tber 90 % des auftretenden Metabolismus von Arzneistoffen
verantwortlich sind (Zhang et al., 2012). Aus diesen Beobachtungen resultiert, dass haufig neue
Arzneistoffe so entwickelt werden, dass sie nach Mdglichkeit keine Substrate fir CYP-Enzyme
darstellen. Gleichzeitig nimmt somit aber die Relevanz von Enzymen zu, die nicht zu den CYP-
Enzymen gehoren (Gan et al., 2016). Die beobachteten Reaktionen sind vor allem Oxidationen,

Reduktionen und Hydrolysen. Wahrend die Xanthinoxidoreduktase und die Aldehydoxidase in diesem
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Zusammenhang haufig erwahnt und beachtet werden, trifft dies flir mARC nicht zu. Das kann durch die
Lokalisation von mARC begriindet werden, da fur die Metabolismusstudien auf subzellularer Ebene
zumeist nur mikrosomale und cytosolische Fraktionen verwendet werden, mARC seine reduktive
Aktivitat jedoch in der mitochondrialen Fraktion entfaltet. Zudem benétigt das mARC-Enzymsystem
fiir die Reduktion Elektronen, die vornehmlich aus NADH stammen, da die Cyb5R NADH gegeniber
NADPH préferiert. Deshalb muss bei Inkubationsstudien darauf geachtet werden, dass NADH als
Cosubstrat zugesetzt wird. Wie die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, sollte auch die mitochondriale
Fraktion in praklinische pharmakokinetische Untersuchungen mit einbezogen werden. Kommt es
hierbei zu einer Reduktion von oxygenierten Stickstofffunktionen, liegt eine mARC-Beteiligung nahe

und weitere Untersuchungen sind zwingend nétig.

Um diese Untersuchungen auf eine mARC-Beteiligung zu erleichtern, wurde in dieser Arbeit der Einsatz
der Cyclovoltammetrie untersucht (Kap. 5). Ziel war es, eine Screeningmethode zu etablieren, die sich
als kostengiinstig und zeitsparend erweist, bei gleichzeitig hoher Aussagekraft. Jedoch erwies sich die
Préparation der Elektroden als sehr zeitintensiv. Zudem kam es haufig zum Ausfall der Elektroden und
die Messungen waren stéranfallig. Die Ursachen hierfiir konnten nicht abschlieRend ermittelt werden.

Fir Benzamidoxim wurde mittels Cyclovoltammetrie ein Kyn-Wert von 0,32 £ 0,05 mM fir mARC1
ermittelt. Fur das HPLC-basierte Testsystem wurde ein um den Faktor 2 erhohter Kn-Wert von
0,63 £ 0,06 mM bestimmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass der bestimmte Kn-Wert von der Methode
abhéangt. Aus diesem Grund wird empfohlen, fur Vergleichszwecke nur Kn-Werte zu nutzen, die mit

derselben Methode bestimmt worden sind.

Aufgrund der Ergebnisse der Cyclovoltammetrie stellt Hydroxylamin das Substrat mit den hdchsten
Umsetzungsraten fiir beide mARC-Formen dar. Diese Ergebnisse decken sich mit den Ergebnissen aus
der Masterarbeit von Neve (Neve, 2018). Fiir Nicotinamid-N-oxid konnte keine Reduktion durch
MARC?2 festgestellt werden, was im Einklang mit der Literatur, dass N-oxide nur durch mARC1

reduziert werden, steht (Schneider et al., 2018).

Man ist somit mit der Proteinelektrode in der Lage, mithilfe eines gewissen Zeitaufwandes fur die
Préaparation, die Reduktion von Substraten des mARC-Enzyms zu verfolgen. Die einzusetzende
Proteinmenge je Elektrode ist gering. Allerdings ist die Methode in der jetzigen Form noch nicht
ausreichend robust und ben6tigt weitere Optimierung. Zudem ware es von grofRem Vorteil, wenn man
auf Cyb5 als Mediator verzichten und direkt den Elektronenfluss des Molybéns im Moco von mARC
messen konnte. Fir groR angelegte Screenings, ware zudem eine wiederverwendbare Elektrode nétig.
Dies wére uber eine Immobilisierung des Proteins Uber eine kovalente Bindung an die
Elektrodenoberflache moglich. Durch diese MalRnahme wdare man auch in der Lage, Substrate aus

vorherigen Messungen leichter zu entfernen.
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Lé&sst sich eine Inaktivierung des Arzneistoffes durch mARC nicht durch strukturelle Variationen des
Molekiils umgehen, kénnte mithilfe einer Boostersubstanz die Inaktivierung minimiert werden. In der
antiviralen Therapie werden fur diese Zwecke z. B. Ritonavir oder Cobicistat in Kombination verwendet
(Marzolini et al., 2016). Eine Ko-Applikation wvon einem mARC-Inhibitor und einem
hydroxamsaurehaltigen Arzneistoff konnte sogar zu einer langeren Halbwertszeit fihren und, dhnlich
zur strukturellen Modifikation, zu einer besseren Arzneimitteltherapie beitragen. Derzeit ist jedoch kein
Inhibitor verfligbar und die Untersuchungen hierzu dauern an. Die kiirzlich aufgeklarte Kristallstruktur
von MARC1 koénnte hierbei von Vorteil sein (Kubitza et al., 2018a). Sollte ein mARC-Inhibitor
gefunden werden, bedarf es jedoch einiger Forschungsarbeit, da die physiologische Rolle von mARC
noch nicht vollstandig aufgeklart ist und die Applikation eines solchen Inhibitors viele unerwiinschte
Nebenwirkungen hervorrufen kann. Da mARC ein grol3es Substratspektrum und eine wichtige Rolle in
der Detoxifizierung verschiedener Substanzen besitzt, sind diese unerwiinschten Nebenwirkungen sehr

wahrscheinlich.

Durch das Altern der Bevolkerung nimmt die Anzahl der Patienten stetig zu, die eine Vielzahl von
Medikamenten einnimmt. Der Begriff der Polypharmazie ist nicht eindeutig definiert (Masnoon et al.,
2017), jedoch sprechen viele Autoren ab einer Anzahl von flnf und mehr Wirkstoffen von einer
Polypharmazie (MolRhammer et al., 2016). Hierzu z&hlen auch nichtrezeptpflichtige Arzneimittel.
Durch die hohe Anzahl an Substraten fiir mARC kann es auch zu einer Beeinflussung der reduktiven
Aktivitdt kommen. Hydroxamsauren werden im Vergleich zu anderen reduzierbaren Strukturelementen
wie den Amidoximen schwacher durch mARC reduziert. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit
Koinkubationen von Benzhydroxamsdure mit Guanoxabenz und Benzamidoxim durchgefiihrt
(Kap. 4.9). Es konnte gezeigt werden, dass die Reduktion zum Amid stark vermindert wird, sobald
aquimolare Konzentrationen an Hydroxamsaure und Benzamidoxim bzw. Guanoxabenz vorliegen. In
wie weit sich diese in vitro-Beobachtung auf die in vivo-Situation (bertragen ldsst, sollte das Ziel
zukunftiger Untersuchungen sein, um zu hohe Plasmaspiegel der Hydroxamséure zu vermeiden, die zu

unerwiinschten Arzneimittelwirkungen fiihren kénnten.

Beachtenswert ist, dass es durch die mARC-katalysierte Reduktion von Hydroxamsauren zu einer
Inaktivierung kommt. Zuvor untersuchte Substrate wie die Amidoxime stellen zumeist Prodrugs der
Amidine dar. Somit fuhrt die Reduktion durch mARC in diesen Féllen zu einer Aktivierung.
Hydroxamsduren sind eine Strukturklasse, die von besonderer therapeutischer Bedeutung ist, da es,
obwohl es bereits zahlreiche hydroxamhaltige Arzneistoffe auf dem Markt gibt, sich viele weitere in der

Entwicklung befinden.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich, dass mARC féhig ist, diverse Hydroxamsauren
zu reduzieren und somit eine elementare Rolle in der Biotransformation von Arzneistoffen einnimmt.

Dies konnte flir eine Vielzahl an unterschiedlichen Substraten gezeigt werden. Die Reduktion hangt



122 Diskussion

dabei stark von der Struktur ab. Die Bedeutung dieser durch mARC katalysierten Reduktion konnte
auch auf zelluldarer Ebene nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse sollten bei weiteren
pharmakokinetischen Untersuchungen stets bedacht und insbesondere bei der Arzneistoffentwicklung
berucksichtigt werden. Somit konnen die Vorhersagen (ber die Stabilitit von potentiellen
Arzneistoffkandidaten verbessert werden und dazu beitragen, die Arzneistoffentwicklung im Hinblick

auf den zu erwartenden Metabolismus zu erleichtern.
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Anhang

Anhang Tab. 1: Eigenschaften der verwendeten WT- und mARC2-KO-Mé&use.

Bezeichnung Geschlecht Alter  Gewicht  GroRe  Leber  Niere Lunge
[d] [a] [cm] [a] [a] [a]
WT1 m 245 32,5 18,0 1,870 0,409 0,174
WT?2 m 154 33,8 19,5 1,810 0,409 0,169
WT3 m 128 32,3 18,5 1,808 0,358 0,172
WT4 w 236 23,8 19,0 1,085 0,285 0,186
WT5 W 246 27 19,5 1,164 0,311 0,160
WT6 W 246 26,4 19,0 0,837 0,343 0,181
KO1 W 216 20,4 18,5 0,999 0,209 0,084
KO2 w 189 18,4 18,5 0,795 0,201 0,137
KO3 W 210 24,4 19,0 1,158 0,292 0,152
KO4 m 191 28,2 19,0 1,597 0,364 0,163
KO5 m 212 31,2 19,5 1,703 0,405 0,171
KO6 m 218 23,7 18,5 1,255 0,275 0,148
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Anhang Abb. 1: Western Blot der murinen Leberhomogenate.
Es wurden 6 Wildtyp- und 6 Knockout-Mé&use verwendet. Auftragsmenge pro Tasche: 60 pg.
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Anhang Abb. 2: Western Blot der murinen Lungenhomogenate.
Es wurden 6 Wildtyp- und 6 Knockout-Mé&use verwendet. Auftragsmenge pro Tasche: 60 pg.

WT KO

mARC?2 — - 35 kDa
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Anhang Abb. 3: Western Blot der murinen Nierenhomogenate.
Es wurden 6 Wildtyp- und 6 Knockout-Mé&use verwendet. Auftragsmenge pro Tasche: 60 ug.
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Anhang Abb. 4: RNA-Expression von hmARC in unterschiedlichen Zelllinien.

Im Rahmen des Human Protein Atlas-Projektes wurden die abgebildeten Zelllinien auf ihre RNA-Expression
untersucht. TPM steht fir transcripts per million. Mit den Pfeilen sind die untersuchten Zelllinien gekennzeichnet.
Quellen: https://www.proteinatlas.org/ENSG00000186205-MARC1/cell
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000117791-MARC2/cell.
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Synthese von N-Methylbenzhydroxamsaure

Die Synthese von N-Methylbenzhydroxamsaure wurde in Anlehnung an die Methode von Hoffman und

Nayyar durchgefiihrt (Hoffman und Nayyar, 1994):

Es wurden 0,35 g (4,2 mmol) N-Methylhydroxylaminhydrochlorid in 2,5 ml Methanol geldst und auf
0 °C abgekhlt. 0,43 g (7,7 mmol) Kaliumhydroxid wurden in 2,5 ml Methanol geldst und auf 0 °C
abgekdihlt. Beide Losungen wurden gemischt und fur 5 Minuten bei 0 °C geriihrt. Zu dieser kalten
Mischung wurden 0,49 g (3,5 mmol) Benzoylchlorid in 2,5 ml THF tropfenweise unter Riihren zugefigt.
Nach weiteren 30 Minuten bei 0 °C wurde die Lésung 2 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Rickstand in 2 ml geséttigter
Natriumchloridlésung aufgenommen und dreimal mit 5 ml Ethylacetat extrahiert. Die Ethylacetatphase
wurde Uber Natriumsulfat getrocknet Nach Entfernung des Ldsungsmittels wurde
saulenchromatographisch mit Cyclohexan/Ethylacetat (1:9) ein farbloses Ol gewonnen.

Q .
® Cl MeOH, 0 °C, 5 min HO—NH
_ + KOH > \
HO—NH, CH;
CH;

(0]

1. THF / MeOH, 0 °C, 0,5 h 0
HO-NH 2.RT, 2h -OH
c t \CH > N
3 )
CHs,

Anhang Abb. 5: Syntheseschema von N-Methylbenzhydroxamsaure.

Ausbeute: 300 mg (2,0 mmol, 57 %).

MS (ESI): m/z = 152 [M+H]*

'H-NMR (300 MHz, 25 °C, [Ds]DMSO): & = 3,24 (s, 3H), 7,36 — 7,50 (m, 3H), 7,56 — 7,64 (m, 2H),
9,98 (s, 1H) ppm.



Anhang 143

|

o
o

|

4.0 3.5

4.5

5.0

PPm

| .
10.0
o

|
10.2

6.5

f

.
—

s

<
o™

|

Anhang Abb. 6: 'H-NMR-Spektrum von N-Methylbenzhydroxamsaure.
Das Singulett bei 3,32 ppm entstammt aus enthaltenem Wasser und das Quintett bei 2,50 ppm aus dem
Loésungsmittel DMSO.
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Synthese von N-Hydroxyphenacetin

Die Synthese von N-Hydroxyphenacetin wurde in Anlehnung an die Methode von Hinson und Mitchell
durchgefihrt (Hinson und Mitchell, 1976):

2,0 g (12 mmol) 4-Nitrophenetol und 0,64 g (12 mmol) Ammoniumchlorid wurden in 40 ml EtOH/H,0
(4+1) gelost. Nach der Zugabe von 3,2 g Zinkstaub wurde die Mischung fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Zinkpulver abfiltriert und mit 40 ml Diethylether
gewaschen. Das Filtrat wurde mit 50 ml gesattigter NaCl-Ldsung gewaschen. Die Etherphase wurde
direkt weiter umgesetzt (DC-Kontrolle in Cyclohexan/Ethylacetat 6:4, N-Hydroxyphenetidin hat einen
Re-Wert von 0,34 und farbt sich mit FeCls blaulich an).

In einem Kolben wurden 1,6 g Natriumhydrogencarbonat in 5 ml H,O als Schlamm suspendiert und auf
0 °C gekidhlt. Unter Rihren wurde die Etherphase zugegeben. 500 pl einer 2,5 % (v/v)
Acetylchloridldsung in Diethylether wurden langsam zugetropft. Die Produktbildung (farbt sich rétlich
mit FeCls, R--Wert von 0,23) wurde per DC (FlieRmittel Cyclohexan/Ethylacetat 6:4) kontrolliert.
Sobald kein N-Hydroxyphenetidin mehr vorhanden war, wurde der Ansatz auf 20 ml Wasser gegeben
und mit 50 ml Diethylether (2x) extrahiert. Die Etherphase wurde mit H,O und NaCl-Lésung

gewaschen.

AnschlieBend wurde das Produkt zweimal mit 50 ml einer kalten 0,2 M wassrigen Ammoniakldsung
extrahiert. Die wassrige Phase wurde auf pH 7,0 mit Natriumdihydrogenphosphat eingestellt. Das
Produkt wurde mit 100 ml Diethylether (3x) extrahiert und Gber Natriumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in einer minimalen Menge Diethylether

aufgenommen. AnschlielRend wurde mit n-Hexan gefallt.

NO, N
Zn / NH,CI /@/ OH

0
0 Y
N

/@/ ~oH Acetylchlorid N.
N
(0) /\O

Anhang Abb. 7: Syntheseschema von N-Hydroxyphenacetin.

Ausbeute: 345 mg (1,8 mmol, 15 %)

MS (ESI): m/z 178 [M+H-H,0]", 196 [M+H]*, 391 [2M+H]"*

IH-NMR (300 MHz, 25 °C, [Ds]DMSO): & 1,31 (t, 3H), 2,14 (s, 3H), 4,00 (g, 2H), 6,91 (d, 2H), 7,45
(d, 2H), 10,48 (s, 1H) ppm.
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Anhang Abb. 8: 'H-NMR-Spektrum von N-Hydroxyphenacetin.
Das Singulett bei 3,35 ppm entstammt aus enthaltenem Wasser und das Quintett bei 2,50 ppm aus dem
Losungsmittel DMSO.
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Zusammenfassung

Die Entwicklung von neuen Arzneistoffkandidaten ist ein anspruchsvoller und teurer Prozess. Zwei
Gesichtspunkte spielen eine besondere Rolle im Wirkstoffdesgin: die Pharmakodynamik und die
Pharmakokinetik. Es ist nutzlos den aktivsten Wirkstoff zu synthetisieren, wenn dieser nicht absorbiert,
extensiv metabolisiert oder zu schnell ausgeschieden wird. Deshalb sind pharmakokinetische
Untersuchungen sowohl fiir die Entwicklung von neuen Arzneistoffen als auch fiir das Verstandnis des

Metabolismus von bestehenden Arzneistoffen von immenser Bedeutung.

Das Enzym mARC spielt eine wichtige Rolle im N-reduktiven Arzneistoffmetabolismus. Als
N-hydroxylierte Amide stellen Hydroxamsauren ebenfalls potentielle Substrate fir mARC dar, die in
dieser Arbeit genauer untersucht wurden. Hydroxamsauren besitzen eine Vielfalt an pharmakologischen
Wirkungen (z. B. antibakteriell, zytostatisch, antiinflammatorisch) und sind deshalb in diversen
Arzneistoffen zu finden, um insbesondere Metallionen zu chelatieren. Weiterhin konnen sie Uber
toxische Eigenschaften verfiigen, wie es fir viele Arylhydroxamséuren der Fall ist, die wahrend des
Metabolismus von Arylamiden entstehen. Deshalb ist es von besonderem Interesse, die metabolische
Stabilitat von neuen hydroxamsaurehaltigen Arzneistoffkandidaten und die Detoxifizierung von giftigen

Hydroxamsauremetaboliten zu untersuchen.

In dieser Arbeit wurden Biotransformationsassays mit rekombinanten humanen Proteinen, porcinen
subzelluldren Fraktionen, Organhomogenaten von Wildtyp- und mARC2-Knockout-Mausen sowie
SiRNA vermittelte  Zellkulturexperimente  durchgefiihrt. Eine Vielzahl unterschiedlicher
Hydroxamsduren wurde getestet und es konnte gezeigt werden, dass die mMARC-abhangige Reduktion
von der Substratstruktur stark beeinflusst wird. Obwohl die meisten Hydroxamséauren ein Substrat ftr
MARC darstellen, wird der toxische Metabolit des Analgetikums Phenacetin, N-Hydroxyphenacetin,
nur vernachlassigbar durch mARC reduziert. Dies bestatigt die hohe Toxizitat dieser Verbindung, da sie
somit durch andere Mechanismen entgiftet werden muss. Strukturbasierte Untersuchungen beleuchten

den Hintergrund von dieser Beobachtung.

Nicht nur das eukaryotische mMARC-System ist fadhig Hydroxamsduren zu reduzieren. Die
prokaryotischen Molybdoenzyme YcbX and YiiM, welche in der Darmflora vorkommen, kénnen auch
die Reduktion von Hydroxamséuren katalysieren. Somit kdnnen sie zur Inaktivierung unterschiedlicher

Arzneistoffe, einschliellich neuer Antibiotika, beitragen.

Im Gegensatz zu anderen Substraten von mARC zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die
Reduktionsrate von Hydroxamséuren stark von der Molekulstruktur abhéngt. Diese Erkenntnis wird
hilfreich sein, um den Metabolismus von Arzneistoffen zu verstehen und beim Design von neuen

Wirkstoffen die Inaktivierung durch mARC zu umgehen.
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Abstract

The development of new drug candidates is a challenging and expensive procedure. Two principles play
an important role in drug design: pharmacodynamics and pharmacokinetics. Synthesizing the most
active drug is worthless if, e.g., the drug is not absorbed, extensively metabolized or excreted too fast.
Therefore, pharmacokinetic studies are of great importance regarding new drug’s development and

understanding of existing drugs’ metabolism.

The enzyme mARC plays a major role in N-reductive drug metabolism. As N-hydroxylated amides,
hydroxamic acids display also potential substrates for mARC and have been investigated in more detail
in this thesis. Hydroxamic acids possess a variety of pharmacological activities (e.g., antibacterial,
cytostatic, anti-inflammatory) and are therefore often found in drugs, especially for chelating metal ions
in enzymes. Furthermore, they can exhibit toxic properties, as it is the case for many aryl hydroxamic
acids formed during the metabolism of arylamides. Thus, the metabolic stability of new hydroxamic
acid containing drug candidates and the detoxification of toxic hydroxamic acid metabolites are of

significant interest.

In this thesis, biotransformation assays with recombinant human proteins, subcellular porcine tissue
fractions, organ homogenates from wildtype and mARC2-knockout mice, and siRNA mediated
knockdown cell culture experiments were performed. A broad range of different hydroxamic acid
containing model compounds and drugs were investigated and it was demonstrated that the
mARC-dependent reduction is highly influenced by substrate’s structure. Interestingly, while most of
the hydroxamic acids act as substrates for mARC, the toxic N-hydroxylated metabolite of the analgesic
phenacetin, N-Hydroxyphenacetin, is negligibly reduced by mARC. This confirms the high toxicity of
this component as it needs to be detoxified by other pathways. Structure based studies will light up the

background for this observation.

Not only the eukaryotic mARC-system is capable of reducing hydroxamic acids. The prokaryotic
molybdoenzymes YcbX and YiiM, present in the gut microbiota, can also catalyze the reduction of the
hydroxamic acids. Thus, they can contribute to the inactivation of different drugs including new

antibiotics.

In contrast to other substrates of MARC, the results demonstrate that the reduction rate of hydroxamic
acids highly depends on the molecular structure. This will be helpful for understanding existing drugs’

metabolism and the improved design of new drug candidates to avoid deactivation by mARC.



