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EINFUHRUNG IN DIE BIOTRANSFORMATION

1. EINFUHRUNG IN DIE BIOTRANSFORMATION

1.1. Biotransformationen

Als Biotransformation bezeichnet man die Umwandlung korperfremder Stoffe, die
auch als Xenobiotika bezeichnet werden, durch den Organismus [Mutschler, 1997].
Hierdurch kann es zur Anderung der pharmakologischen und toxikologischen
Eigenschaften der Arzneistoffe kommen. In den meisten Fallen fuhrt die
Biotransformation zu unwirksamen Metaboliten und somit zur Bioinaktivierung.
Arzneistoffe konnen aber auch durch Biotransformation aktiviert werden, wobei
entweder schwacher oder starker (prodrugPrinzip) wirksame Metaboliten entstehen,
oder diese eine vollig andere Wirksamkeit besitzen. Fihrt die Verstoffwechseling zu
toxischen Produkten, wird dieser Vorgang als Biotoxifizierung bezeichnet [Testa,
1996].

Von groller Bedeutung ist die Biotransformation auch im Hinblick auf
pharmakokinetische Interaktionen. Arzneistoffe, die Inhibitoren von fremdstoff
metabolisierenden Enzymen darstellen, konnen den Metabolismus anderer
gleichzeitig verabreichter Wirkstoffe hemmen. Dies fihrt zu héheren Plasmaspiegeln
der betroffenen Verbindungen, die dann toxische Konzentrationen erreichen kénnen
[Forth et al., 1998]. Fiur die Biotransformation spielen ebenso genetische
Polymorphismen eine grof3e Rolle, bei denen es zum Auftreten von Patientenr
populationen kommt, die sich deutlich dadurch unterscheiden, dal} sie bestimmte
Enzyme nur in sehr geringem Ausmal, Uberhaupt nicht oder falsch exprimieren.
Dadurch kdnnen sie manche Biotransformationen gar nicht oder nur unzureichend
ausfuhren (Abb.1-1) [Forth et al., 1998]. Im Hinblick auf mdgliche auftretende
Interaktionen und Polymorphismen ist es folglich fir die Arzneistoffentwicklung von
grolRer Bedeutung, das jeweilige Enzymsystem zu identifizieren, welches fir die
Verstoffwechselung eines Pharmakons verantwortlich ist. Wechselwirkungen mit
anderen Arzneistoffen sowie auftretende Toxizitaten lassen sich hierdurch

vorhersehen.
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Arzneistoffe

Biotransformationen, <":| Pharma_kokinetische

Fremdstoffwechsel Interaktionen, .
genetische Polymorphismen

Metabollten

Q @ toxisch —»

unwirksam —» Biotoxifizierung

Bioinaktivierung ~ Pharmakologisch aktiv (mutagen, teratogen,
(gleich, vermindert, allergische Reaktionen)
ausschlieRich —» prodrugs)

Abb. 1-1. Bedeutung des Fremdstoffwechsels fiir die Arzneimitteltherapie

Die Biotransformation a3t sich in 2 verschiedene Phasen unterteilen. Innerhalb der
Phase I-Reaktionen findet eine Funktionalisierung der Xenobiotika statt. Hier kommt
es vorwiegend zu Oxidationsreaktionen, aber auch zu Reduktionen und Hydrolysen
von Arzneistoffen. Dabei werden funktionelle Gruppen freigelegt oder eingefuhrt, an
die haufig innerhalb vonPhase II-Reaktionen Reste ankonjugiert werden, die aus
dem Intermediarstoffwechsel zur Verfliigung gestellt werden missen. Konjugationen
mit Glucuronsaure, Schwefelsaure, Aminosauren oder Glutathion sind die haufigsten
Reaktionen. In der Regel fiuhren die Phasell-Reaktionen zu inaktiven und
wasserloslichen Metaboliten, woduch diese besser ausgeschieden werden kdonnen
[Mutschler, 1997]. Mittlerweile sind jedoch auch eine Reihe von wirksamen bzw.
toxischen Konjugaten beschrieben worden [Testa, 1995]. Eine Ubersicht gibt
Abbildung 1-2.
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Arzneistoffe Funktionalisierung Arzneistoff ist:
(Verandernde Reaktionen) oxidiert

> reduziert
hydrolysiert

(Phase I)

Konjugationen

(Aufbauende Reaktionen) | (Phase II)

Arzneistoff ist: methyliert  konjugiert mit: Glucuronsaure, Schwefelsaure,
acetyliert Glutathion, Aminosauren

Abb. 1-2. Einteilung der Biotransformation in Phase I- und Phase lI-Reaktionen.

In der Biotransformation konnen zum Teil erhebliche Unterschiede auftreten,
wodurch es u.a. zu unterschiedlichen Vertraglichkeiten von Arzneistoffen bei
verschiedenen Patienten kommt. Ursachen hierfir konnen z.B. die schon erwahnten
genetischen Polymorphismen oder Rassenunterschiede sein, aber auch Alter,
Geschlecht, Umweltfaktoren, Krankheiten sowie Ernahrung, Rauch und Trink-
gewohnheiten spielen eine Rolle [Testa, 1995].

Die Metabolisierung eines Arzneistoffs bzw. Arzneistoffkandidaten kann auf
unterschiedliche Weise verfolgt werden. Entweder werden die Biotransformations
vorgange direkt in vivo untersucht, wodurch Tierversuche nicht vermieden werden
konnen, oder es werden entsprechende in vitro Methoden verwendet. Hierzu
gehdren Studien an isolierten perfundierten Organen, Organdinnschnitten (,liver
slices”), Zellsystemen (Hepatozyten), Zellfraktionen (Mikrosomen und Mitochondrien)
sowie Studien mit rekonstituierten Enzymsystemen [Wateman und Johnson, 1991].
Diese in vitro-Methoden dienen ebenfalls zur Aufklarung von enzymatischen
Grundlagen metabolischer Umwandlungen.
In der vorliegenden Arbeit wurden die Biotransformationsstudien ausschlieRlich mit
Lebermikrosomen und rekonstituierten Enzymsystemen durchgefuhrt. Mikrosomen
stellen kleine zu Vesikeln zusammengelagerte Bruchstiicke des Endoplasmatischen
Retikulums (ER) dar, die durch differentielle Ultrazentrifugation gewonnen werden.
Im ER befinden sich die meisten fremdstoffmetabolisi¢enden Enzyme in der
3
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Membran verankert. Mikrosomen bieten den Vorteil der einfachen Gewinnung und
Robustheit, sind aber wenig spezifisch aufgrund der zahlreichen hier vorhandenen
Enzymsysteme. Fur die Arbeit mit rekonstituierten Systemen missen die einzelren
fur die Enzymaktivitat verantwortlichen Proteine zunachst isoliert werden, um

anschlieRend unter Versuchsbedingungen wieder zusammengesetzt zu werden.

Biotransformationen finden in erster Linie in der Leber statt. Enzymaktivitaten sind
aber in fast allen Organen nachzuweisen, besonders in der Niere, Lunge, Haut,
Plazenta, Gehirn und im Intestinum. Nicht zu vergessen ist auch die
Biotransformation durch die mikrobielle Darmflora, die hier vor allem fir Reduktionen

und Hydrolysen verantwortlich ist [Mutschler, 1997] .

1.2. Enzyme der Biotransformation

1.2.1. Allgemeine Ubersicht

Die Metabolisierung von Xenobiotika erfolgt Gberwiegend enzymatisch. Spontan
ablaufende Reaktionen, die nicht durch Enzyme katalysiert werden, spielen eine sehr
untergeordnete Rolle. Hauptmetabolisierungsort ist, wie bereits erwahnt, die Leber,
die auch als erstes Organ von oral applizierten Arzneistoffen passiert werden mufR.
Direkt nach der Resorption erfolgen hier wichtige Biotransformationen wie

Entgiftungsreaktionen [Mutschler, 1997].

Die an der Phase |-Biotransformation beteiligten Enzyme sind vor allem im
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, aber auch im Cytosol und den
Mitochondrien befinden sich einige wichtige Enzymsysteme. Die wichtigsten Enzyme
des Endoplasmatischen Retikuums sind die Cytochrom P450 Monooxygenasen (EC
1.14.14.1) [Guengerich, 1987], die Epoxidhydrolase (EC 4.2.1.63) [Bonse und
Metzler, 1978], die flavinhaltige Monooxygenase (EC 1.14.13.8) [Ziegler, 1988] sowie
die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase (EC 1.6.2.4) [Nebert und Gonzales, 1987].
Im Cytosol befinden sich unter anderem die Alkohot (EC 1.1.1.1.) und die
Aldehyddehydrogenase (EC 1.2.1.3), die Xanthinoxidase (EC 1.2.3.2) sowie

verschiedene Esterasen und Monoaminooxidasen [Bonse und Metzler, 1978]. In den

4
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Mitochondrien befinden sich ebenfalls Phasel-Reaktionen katalysierende Enzyme
wie Esterasen, Monoaminooxidasen (EC 1.4.3.4) und einige Cytochrom P450

Monooxygenasen [Bonse und Metzler, 1978].

Zu den Phase ll-Reaktionen katalysierenden Enzymen gehoren die im
Endoplasmatischen Retikulum verankerten UDP-Glucuronyltransferasen (EC
2.4.1.17) [Ruckpaul und Bernhardt, 1984] und einige Methyltransferasen (EC
2.1.1.X) [Bonse und Metzler, 1978]. Im Cytosol befinden sich N-Acetyltransferasen
(EC 2.3.1.X), Sulfotransferasen (EC 2.8.2.X) sowie Glutathion-S-Transferasen (EC

2.5.1.18), die ebenfalls an der Phase lI-Biotransformation beteiligt sind.

1.2.2. Cytochrom P450

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich ausschliellich mit Phasel-
Biotransformationen, die durch Cytochram P450 katalysiert werden. Cytochrom P450
bildet eine Supergenfamilie, die in fast allen Organismen vorkommt, mit Gber 500
verschiedenen Isoenzymen [Lewis and Pratt, 1998]. Bei allen Saugetieren handelt es
sich um membranstandige Enzyme, die vor allem in leberzellen lokalisiert sind.
P450 ist hier in hoher Konzentration in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums verankert, einige Isoenzyme befinden sich aber auch in der

Mitochondrienmembran [Lewis and Pratt, 1998].

Cytochrom P450 Isoenzyme sind Hamoproteine mit einem Molekulargewicht von 45
bis 55 kDa, die aus nur einer Peptidkette mit etwa 400-500 Aminosauren und einem
Eisen-Protoporphyrin IX Hamgerist als prosthetischer Gruppe bestehen [Goeptaret
al., 1995]. Die Polypeptidkette setzt sich zusammen aus einem lipophilen Anteil, der
das Enzym in der Membran verankert, und einer dem Cytosol zugewandten
hydrophilen Seite. Das Ham besitzt ein Eisen als Zentralatom, das zwischen
verschiedenen Oxidationsstufen wechseln kann. Vier Stickstoffe von jeweils vie
Pyrrolen des Porphyringertists bilden eine stabile Ligandenbindung zum Eisen aus.
Das Hamgerist wird mit dem restlichen Apoprotein Uber den Schwefel eines
Cysteinrests verknipft, der den finften Liganden des Zentralatoms darstellt. Die

sechste Koordinationsstelle des Eisens kann entweder durch Wasser, Sauerstoff,
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Kohlenmonoxid, Cyanid, N-/S-und O-haltige Verbindungen oder gar nicht besetzt

werden. Diese Hambindungsseite ist in allen Isoenzymen hochkonserviert (Abb. 13).

H,O

Abb. 1-3. Hambindungsseite von Cytochrom P450.

Die einzelnen Isoenzyme unterscheiden sich lediglich in der Aminosauresequenz
ihres Apoproteins [Testa, 1995], auf die sich auch die heutige Nomenklatur griindet.
Die Einteilung der P450-Enzyme erfolgt in Familien durch arabische Ziffern,
Unterfamilien durch GroRRbuchstaben und in einzelne Isoenzyme wieder durch
arabische Ziffern. Besitzen zwei Isoenzyme mindestens 40 % Ubereinstimmung in
ihrer Aminosauresequenz, werden sie einer Familie zugeordnet. Bei mehr als 59 %
Homologie gehdren sie der gleichen Unterfamilie an [Nelson, 1999]. So ist das
CYP2A6 zum Beispiel ein Mitglied der Familie 2 sowie der Unterfamilie A, wahrend
die 6 das Isoenzym bezeichnet. Seit der Entschlisselung des menschlichen Genoms
sind samtliche P450-Gene des Menschen bekannt [Venter et al., 2001]. Dennoch

konnte ein Teil der zugehdrigen Genprodukte noch nicht charakterisiert werden.

Die einzelnen P450-Isoenzyme unterscheiden sich weiterhin durch ihre
Substratspezifitat, die teilweise Uberlappend ig. Ein Substrat kann von mehreren
Enzymen in gleicher Weise umgesetzt werden, wobei meist ein Isoenzym das
potenteste ist [Testa, 1995]. Fur jedes P450 gibt es eine sogenannte Markerreaktion,
d.h. die Umsetzung eines Substrates erfolgt nur durch dieses Is@nzym. Somit kann
man die Aktivitaten einzelner Isoenzyme in einem Enzymgemisch, wie es z.B. in

Mikrosomen vorliegt, bestimmen.

Cytochrom P450 besitzt hauptsachlich MonooxygenaseEigenschaften (Abb. 1-4).
Die Elektronen fur die mikrosomale Oxygenierung werden schrittweise durch die
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase, die ebenfalls im Endoplasmatischen Retikulum

6
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verankert ist, auf das CYP450 Ubertragen. Bei diesem Elektronentransfer ist auch
Cytochrom bs Dbeteiligt. Die P450-Enzyme liegen eingebettet in die Phospho-
lipidmembran als hexamere Strukturen vor, die wahrscheinlich mit ihrer Reduktase
assoziiert sind [Lewis and Pratt, 1998]. Die Elektronenibertragung auf
mitochondriales P450 erfolgt durch andere Transportmechanismen, auf die hier nicht
naher eingegangen werden soll. Durch die Einfihrung eines Sauerstoffs kommt es
unter anderem zur Epoxidierung von Aromaten und Alkenen, zu aliphatischen und
aromatischen Hydroxylierungen, N- und S-Oxidationen, N-Hydroxylierungen sowie
N- und S-Desalkylierungen.

Neben Monooxygenase-Aktivitaten weisen Cytochrom P450 Enzyme auch Oxidase

sowie Peroxidase-Aktivitaten auf (Abb. 1-4).

P450

a. RH+ 0O,+ 2H++2e- —®» ROH + H,0
P450

b. O,+2H*+2¢ec ——» H,0,
P450

. XH+ROOH  —® XOH+ROH

Abb. 1-4. Cytochrom P450 katalysierte Oxidationsreaktionen: a. Monooxygenase-
Aktivitét, b. Oxidase-Aktivitét, c. Peroxidase-Aktivitét.

Auch Reduktionen werden unter anaeroben Bedingungen durch P450 katalysiert,
spielen aber eher eine untergeordnete Rolle. Die aerobe Reduktion bestimmter
stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen hat sich jedoch sowohlin vivo als auch in vitro
als ausgepragt erwiesen. Insgesamt werden etwa 60 verschiedene
Biotransformationsreaktionen von Cytochrom P450 durchgefiihrt [Lewis and Pratt,
1998].

P450 Enzyme metabolisieren aber nicht nur eine Vielzahl von Xenobiotika sondern
auch zahlreiche endogene Substrate wie Steroide, Prostanoide, Eicosanoide,
fettlosliche Vitamine, Fettsauren sowie Saugetieralkaloide [Goeptaret al., 1995]. Je
spezieller dabei die Aufgabe des Enzyms im endogenen Stoffwechsel ist, desto
geringer ist die Substratbandbreite. Am katabolen Stoffwechsel beteiligte P450
Enzyme setzen jedoch eine Vielzahl an Substraten um [Poulos, 1995].

7
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Zu den hauptsachlich am Fremdstoffmetabolismus beteiligten P45GIsoenzymen
gehdren unter anderem CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4
[Guengerich, 2001]. Einige dieser Isoenzyme lassen sich durch bestimmte
Arzneistoffe oder durch andere chemische Verbindungen induzieren. Hierdurch wird
eine verstarkte Expression dieser Proteine verursacht, durch die es zu einer
Interaktion mit anderen Pharmaka kommen kann. Deren rascherer Abbau fuhrt

meistens zu einer Wirkungsverkirzung.

Die einzelnen Isoenzyme der P450-Familie unterscheiden sich aber nicht nur in ihrer
Aminosauresequenz, Substratspezifitat sowie ihrer unterschiedlichen Induzierbarkeit,
sondern auch in ihrer Inhibition. Es gibt unspezifische Inhibitoren, welche die Aktivitat
der meisten P450 Enzyme hemmen. Hierzu gehoéren unter anderem die Cyanid
lonen, die anstelle des Sauerstoffs an das Hameisen binden und so die
Monooxygenierung unterbinden [Ortiz de Montellano, 1995]. Es existiert aber auch
eine Vielzahl von Inhibitoren, die nur einige oder sogar ein einzelnes Isoenzym zu

hemmen vermogen.

Trotz der zahlreichen Gemeinsamkeiten der P450-Enzyme, wie z.B. der katalytische
Mechanismus der Oxygenierung sowie der Elektronentbertragung durch die P450
Reduktase, lassen sich auch sehr viele Unterschiede der einzelnen Isoenzyme
erkennen. Diese konnen zu ihrer naheren Charakterisierung in Biotransformations

studien herangezogen werden.

1.3. Biotransformationen stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen

1.3.1. Oxidation stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen

Die Oxidation stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen fihrt entweder zu N- oder zu
C-oxygenierten Metaboliten. Im Falle der N-Desalkylierung bzw. N-Desaminierung
entsteht die freie Aminogruppe und das C-oxygenierte Produkt. Bei der N-
Oxygenierung wird der Sauerstoff direkt an den Stickstoff gebunden und entweder
ein N-Oxid oder ein N-Hydroxid gebildet. Die Ruckreduktion dieser Metaboliten ist

maoglich, wird jedoch durch andere Enzymsysteme katalysiert (Abb.1-5).
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a
) R N-Oxidbildung R
R"—N ) R"—N-O
R’ N-Reduktion R
b) R N-Hydroxylieru ng R
R—N, . R—N
H N-Reduktion OH

Abb. 1-5. Bildung a) der N-Oxide und b) der N-hydroxylierten Verbindung sowie
deren Riickreduktion [Clement, 1998].

N-Oxygenierungen zu N-Oxiden oder N-hydroxylierten Verbindungen werden
hauptsachlich durch Cytochrom P450 oder die Flavinhaltige Monooxygenase (FMO)
katalysiert. Beide flihren ein Sauerstoffatom in das Substrat ein, wahrend das zweite
Sauerstoffatom in einem Molekil Wasser eingebunden wird. Hierbei ist NADPH ds
bevorzugte Cosubstrat. Sowohl P450 als auch FMO fiihren zu den gleichen
Produkten, verwenden dabei aber unterschiedliche Katalysemechanismen [Testa,
1995].

P450 oxidiert primare und auch heteroaromatische Amine zu den entsprechenden
Hydroxylaminen. N-Arylamide werden zu Hydroxamsaurederivaten oxygeniert. Aus
Substanzen mit N=N oder C=N Doppelbindungen wie Azoverbindungen, Iminen,
Amidinen oder Guanidinen entstehen die entsprechenden N-oxygenierten
Verbindungen. Typische durch Cytochrom P450 katalysierte N-Oxygenierungen sind
in Abbildung 1-6 zusammengefalt. Ein Sauerstoffatom kann jedoch nicht in jede
Stickstoffunktion eingefligt werden. Cyclische Amide und Imide, wie sie z. B. in
Barbituraten und Hydantoinen vorkommen, werden nicht am Stickstoff oxygeniet
[Clement, 1998].
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Amine
H H
Primare Amine: R-N —% R-N
H OH
Prim. Amin Prim. Hydroxylamin
aromatisch W
Tertiare heteroaromatische ﬁ ”/’ . N+
Amine N CI)
Heteroaromatisches N-O>-(id
Amin
Amide
. Ar @) Ar 0]
N-Arylamide: N-G ) N-C
H R HO R
Arylamid N-Hydroxylamid
= Hydroxamsaure
R N R .t R\ + .O
Azoverbindungen: N=N — % N=N * N=N
R’ O- R’ R’
Azoverbindung Azoxy Derivat
Imine: RxchH > R\C,,N*«OH
! |
R R Oxim
Imin
ST R. _-NH R N
Amidine: 2 <~ 2 IN<
¢ — ¢
NH, NH,
Amidin N-Hydroxyamidin
= Amidoxim
R R
Guanidine und _N. .NH ! .
Amidinohydrazone: R C —> R’ N. C"N OH
R-N, R-N
R R
Guanidin und N-Hydroxyguanidin
Amidinohydrazon N-Hydroxyamidinohydrazon

Abb. 1-6. Cytochrom P450 katalysierte N-Oxygenierungen [Clement, 1998].
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Die N-Oxygenierung stark basischer funktioneller Gruppen wie in Amidinen und
Guanidinen konnte erstmals von Clement et al. [1983] gezeigt werden. Diese
Verbindungen liegen aufgrund ihrer sehr hohen Basizitdt unter physiologischen
Bedingungen Uberwiegend protoniert vor und sind dadurch sehr hydrophil. Trotz
dieser Eigenschaften konnte die N-Hydroxylierung dieser gut wasserloslichen
Verbindungen durch P450 nachgewiesen werden. Guanidine sind noch starkere
Basen als Amidine, da die durch Protonierung bedingte positive Ladung Uber drei

Stickstoffatome mesomeriestabilisiert werden kann [Clement, 1998].

Ahnliche Strukturen wie Amidinohydrazone oder auch Aminoguanidine, an denen die
Guanidinstruktur an einen weiteren Stickstoff gebunden ist, konnen ebenfalls N-
hydroxyliert werden. Der Nachweis der N-oxygenierten Metaboliten in vivo ist
schwierig, da eine ausgepragte Ruckreduktion zu den Amidinen und Guanidinen
stattfindet. Wie bereits erwahnt wird die Reduktion dabei durch andere Enzyme
katalysiert als die Oxidation. In Abbildung 1-7 ist die N-Hydroxylierung von Amidinen,

Guanidinen sowie Amidinohydrazonen dargestellt [Clement, 1998].

11
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a) N Oxidation N1OH
C‘ —_—) C\
NH, NH

2

Amidin - Amidoxim
(Benzamidin) (Benzamidoxim)
b)
Oxidation
N. INH N. —_N'V\OH
c ¢
[}
Guanidin  NH, NH,
(Debrisoquin) N-Hydroxyguanidin
(N-Hydroxydebrisoquin)
) NH
: N OH
H H_ C/ H H (:// O
\ ’ \ -
Cl C=N  NH, c=N
C=N NH
Oxidation cl 2
Cl '
Cl
Amidinohydrazon N-Hydroxyamidinohydrazon
(Guanabenz) (Guanoxabenz)

Abb. 1-7. N-Hydroxylierung von a) Amidinen, b) Guanidinen und c) Amidino-
hydrazonen [Clement, 1998].

1.3.2. Reduktion stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen

Reduktionen von Xenobiotika sind im allgemeinen weniger gut untersucht als deren
Oxidationen. Der aerobe Stoffwechsel von Saugetieren und das hohe Redoxpotential
in den Zellen bewirken eine generelle Bevorzugung der Oxidationsreaktion. Daher
konnten viele der untersuchten Reduktionen auch nur unter anaeroben Bedingungen
nachgewiesen werden [Testa, 1995]. Aufgrund der guten Sauerstoffversorgung des
Organismus ist ihre in vivo Relevanz jedoch fraglich. Auch die Reduktion

stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen durch Cytochrom P450 wurde bisher lediglich
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unter Sauerstoffausschluf® beschrieben. Der Nachweis aerob ablaufender reduktiver

Biotransformationen gelang nur fir andere Enzymsysteme.

Mittlerweile konnte jedoch im Arbeitskreis Clement die Reduktion verschiedener
N-hydroxylierter Verbindungen durch Cytochrom P450 unter aeroben Bedingungen
gezeigt werden. Amidoxime, N-Hydroxyguanidine, N-Hydroxyamidinohydrazone
sowie N-Methylhydroxylamin werden in Schweineleber durch das gleiche
Enzymsystem reduziert (Abb. 1-8) [Clement, 1998], das von Lomb und Mdller
identifiziert werden konnte. Es handelt sich um ein aus der NADH-Cytochrom bs
Reduktase, Cytochrom bs und dem Cytochrom P450 Isoenzym 2D (Benzamidoxim
Reduktase) zusammengesetztes Enzymsystem [Clement et al., 1997]. Ahnliche
bisher noch nicht naher charakterisierte Enzymsysteme, die ebenfdls in der Lage
sind N-hydroxylierte Verbindungen zu reduzieren, wurden in Mitochondrien [Deters,
2002] sowie in anderen Organen als der Leber (Niere, Lunge, Gehirn, Darm) [Mau,
2002] gefunden.

13
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a)
R CYP2D
Cytochrom by
N bs-Reduktase
c” JoH — cANH
| NADH ,
»INS . N -
H H H™ H
Benzamidoxim Benzamidin
CYP2D
b) Cytochrom by
-Redukt
N. N+on| PeReduktase N. INH
c NADH ¢
-N. N
N H N H
N-Hydroxyguanidin Guanidin
(N-Hydroxydebrisoquin) (Debrisoquin)
N+OH
H -
C) H‘ 'N - C\ H t - "
cl c=N  NH CYP2D v N-C
2 Cytochrom by ~ Cl C=N NH,
bs-Reduktase
’ Cl
NADH
N-Hydroxyamidinohydrazon Amidinohydrazon
(Guanoxabenz)
(Guanabenz)
H CYP2D
d) | Cytochrom by H
N b.-Reduktase '
HO[  "CH s N~
; - NADH il
N-Methylhydroxylamin Methylamin
Abb. 1-8. Reduktion a) von Benzamidoxim, b) eines N-Hydroxyguanidins, c) eines

N-Hydroxyamidinohydrazons und d) von N-Methylhydroxylamin durch
das aus Schweineleber isolierte N-reduktive Enzymsystem aus

Cytochrom bs bs-Reduktase und CYP2D unter aeroben Bedingungen

[Clement, 1998].

Eine Hydroxylamin-Reduktase wurde beschrieben, die ebenfalls unter aeroben
Bedingungen Hydroxylamine zu den entsprechenden Aminen umsetzen kann. Auch

dieses Enzymsystem setzt sich aus drei Komponenten zusammen, der NADH
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Cytochrom bs Reduktase, Cytochrom bs und einer dritten nicht identifizierten
Komponente [Kadlubar und Ziegler 1974]. Ein Vergleich der Benzamidoxim
Reduktase mit der Hydroxylamin-Reduktase ergab zahlreiche Ubereinstimmungen
der Enzymsysteme. Hierbei fiel auf, da® beide die fir die Reduktion notwerdigen
Elektronen vom Cytochrom bs und der bs-Reduktase erhalten, wobei NADH das
bevorzugte Cosubstrat darstellt. Weiterhin wird die Reduktion durch Sauerstoff nicht
gehemmt. Das pH-Optimum der Reaktion ist fir beide Enzyme in den leicht sauren

Bereich nach pH 6.3 verschoben [Kadlubar und Ziegler, 1974].

Cribb et al. [1995] publizierten die Reduktion von Sulfamethoxazolhydroxylamin
durch die NADH-abhangige Hydroxylamin-Reduktase in humanen Lebermikrosomen,
die kauflich zu erwerben waren. Die gleiche Mikrooomenpraparation wurde zur
Testung der Reduktion von Benzamidoxim herangezogen. Der Vergleich der
Umsetzungsraten der Reduktion von Benzamidoxim und Sulfamethoxazolhydroxwy
amin ergab eine sehr hohe Korrelation. Daraus wurde gefolgert, dal} beide Substrate
wahrscheinlich durch das gleiche Enzymsystem umgesetzt werden [Clementet al.,
1997].

Neben Hydroxylaminen und N-Oxiden sowie Amidoximen werden auch weitere
stickstoffhaltige Substrate wie Azoverbindungen, Nitre und Nitrosoverbindungen
sowie Oxime durch unterschiedliche mikrosomale, cytosolische und mitochondriale
Enzymsysteme reduziert. Tabelle 1-1 gibt eine Ubersicht tiber bekannte N-reduktive

Biotransformationen und die daran beteiligte Enzymsysteme.

Wie bereits erwahnt sind Mikroorganismen des GastraIntestinal-Traktes ebenfalls in
der Lage, Xenobiotika zu reduzieren. Der Hauptort reduktiver Biotransformationen
ist jedoch die Leber [Hewick, 1982]. Reduzierende Enzyme finden sich hier im
Cytosol, den Mitochondrien und im Endoplasmatischen Retikulum. h allen Zell-
kompartimenten liegen Enzyme vor, die die N-Reduktionen von Xenobiotika sowohl
unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen katalysieren kénnen. Welche
der in Tabelle 1-1 aufgefihrten anaerob ablaufenden Biotransformationen tatsachlich
in vivo auftreten und in welchem Ausmal, ist jedoch fraglich. Die Leber wird als
Hauptmetabolisierungsort permanent von sauerstoffreichem Pfortaderblut durchspililt,
so dal eine ausreichende Sauerstoffversorgung gewahrleistet ist. Die Reduktion von
Xenobiotika steht jedoch in Konkurrenz zu den nur aerob ablaufenden Oxidationen,
15
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die im allgemeinen durch die in der Leber herrschenden Bedingungen bevorzugt

werden.

Tabelle 1.1. gibt weiterhin Aufschluly dariber, dall ein bestimmtes Substrat von
mehreren Enzymen umgesetzt werden kann, aber auch umgekehrt ein einziges

Enzym unterschiedliche Substrate zu metabolisieren vermag.

In der Tabelle aufgeflhrt sind nur die in Mikrosomen sowie im Cytosol auftretenden
N-Reduktionen. N-reduktive Biotransfomationen in Mitochondien werden im
Rahmen einer weiteren Dissertation im Arbeitskreis Clement untersucht [Deters,
2002].
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Tab. 1-1. An der Reduktion stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen beteiligte Enzyme.

Mikrosomale Enzyme

Enzym Elektronen- Sauerstoff- Funktionelle Literatur
donator bedingungen Gruppe
Cytochrom P450 NADPH anaerob N-Oxide Kato ef al., 1978
NADH arom.Nitro-Verb. Hewick, 1982
FAD Azo-Verb. Stoddard, Levine, 1992
FMN Nitroxide Rosen et al., 1977
Riboflavin 1,2-Isoxazole Nakasa et al., 1993
org. Nitrate Delaforge et al., 1993
Nitrosamine Scheper et al., 1991
Azoxy-Verb. Zbaida et al., 1992
quartare N-Verb. Harrelson, Mason,
1982
Nitroimidazole Aboagye et al., 1997
anaerob/aerob  Azid-Verb. Cretton et al., 1993
NADPH- NADPH anaerob Nitro-Verb. Hewick, 1982
Cytochrom P450 Azoxy-Verb. Zbaida et al., 1992
Reduktase quartare N-Verb. DeGray et al., 1991
anaerob/aerob  Azid-Verb. Cretton et al., 1993
Hydroxylamin- NADH aerob Aliphatische Kadlubar, Ziegler, 1974
Reduktase Hydroxylamine
Benzamidoxim- NADH aerob Amidoxime Clement et al., 1988a

Reduktase

Hydroxylamine
N-hydroxylierte
Guanidine und
Amidino-

hydrazone

Clement et al., 1997
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Tab. 1-1. Fortsetzung

Cytosolische Enzyme

Enzym Elektronen-  Sauerstoff- Funktionelle Literatur
donator bedingungen  Gruppe
Xanthin-Oxidase/ NADH anaerob/ Hydroxylamine Clement, Kunze, 1992
Dehydrogenase aerob N-Oxide Beedham, 1985
Nitro-Verb. Nakao et al., 1991
quartare N-Verb. DeGray et al., 1991
S-Nitroso-Thiole  Trujillo et al., 1998
Aldehyd Oxidase NADH anaerob N-Oxide Beedham, 1985
NADPH Hydroxamsauren Sugihara, Tatsumi, 1986
N-MN? Azo-Verb. Beedham 1985;
2-HP? McLane et al., 1983
Butyraldehyd Nitrosamine Tatsumi et al., 1983
Benzaldehyd Nitro-Verb. Tatsumi, Amano, 1987
Oxime Tatsumi, Ishigai, 1987
DT-Diaphorase = NADH aerob Nitroso-Verb. Hajos, Winston, 1992
NADPH Azo-Verb. McLane et al., 1983
Nitro-Verb. Hewick, 1982
N-Oxide Riley, Workman, 1992
Lipoamid- NADH aerob Nitro-Verb. McLane, 1982
Dehydrogenase
Alkohol- NADH aerob Nitroso-Verb. Kuwada et al., 1980
Dehydrogenase
N,N-Dimethyl-p- NADPH aerob spezifisch Lashmet-Johnson,

Aminoazobenzol-
N-Oxid-Redukt.

Ziegler, 1988

@ N-MethylInicotinamid, ® 2-Hydroxypyrimidin
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Tab. 1-1. Fortsetzung

Cytosolische Enzyme

Enzym Elektronen- Sauerstoff- Funktionelle Literatur
donator bedingungen Gruppe
N-Hydroxy-2- NADH anaerob/aerob  spezifisch Kitamura, Tatsumi,
Acetylamino- NADPH 1985
fluoren- Cystein,
Reduktase GSH°,
DTT

¢ Glutathion, ¢ Dithiothreitol

Mikrosomales, cytosolisches und mitochondriales Enzymsystem

Enzym Elektronen- Sauerstoff- Funktionelle Literatur

donator bedingungen Gruppe
Chinon- NAD(P)H/  anaerob N-Oxide Kitamura et al., 1999
Reduktase Chinon

1.4. Physiologische Bedeutung der Reduktion N-hydroxylierter

Verbindungen

Biotransformationen stickstoffhaltiger funktioneller Gruppen sind von hoher
toxikologischer und pharmakologischer Relevanz. N-hydroxylierte Verbindungen
besitzen oft genotoxische Eigenschaften, besonders die N-Oxygenierung schwach
basischer Arzneistoffe kann zu den toxischen Produkten fuhren. So fuhrt die N-
Hydroxylierung von primaren aromatischen Aminen und N-Acetyl-substituierten
Saureamiden zu mutagenen Metaboliten. Benzamidoxim zeigte ebenfalls im Ames
Test eine geringe Mutagenitat und verursachte Einzelstrangbriche in
Rattenhepatozyten sowie DNA-Amplifikationen in transformierten Hamsterzellen
[Clement et al., 1988b]. Guanoxabenz, ein N-hydroxyliertes Guanidinderivat erwies
sich ebenfalls als mutagen im Ames-Test [Clement et al., 1996]. Fur die als prodrugs
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entwickelten Amidoxime hingegen wurde bisher keine Mutagenitat nachgewiesen.

Far aromatische Amine ist der Weg der Biotoxifizierung aufgeklart.

Der erste Schritt der metabolischen Aktivierung ist die N-Hydroxylierung der Amin-
und Amidfunktion von Arylamiden, Arylaminen und Aminoazoheterocyclen. Dabei
entstandene Hydroxylamine konnen durch Phase |l Biotransformationen mit
verschiedenen Saureresten konjugiert werden. Die gebildeten Ester sind jedoch
instabil und zerfallen rasch zu Arylnitreniumlonen, welche an DNA-Molekile binden
koénnen und somit ein mutagenes oder karzinogenes Potential besitzen (Abb.19)
[Hoffmann und Fuchs, 1997].

/ P450 H  Konjugation
R-N > AN Jugat » versch. Ester
\H < R N\
Reduktion OH
Prim. Aryl- Hydroxylamin
amin
/H
R-N*
Arylnitrenium lon
Abb. 1-9. Metabolische Aktivierung von mutagenen und karzinogenen priméren

Arylaminen und Aminoazoheterocyclen [Clement, 1998].

Ob N-hydroxylierte Derivate von stark basischen funktionellen Gruppen wie
Amidoxime in ahnlicher Weise biotoxifiziert werden kdmen, ist bisher nicht bewiesen
worden. Das Sulfat und Glucuronid des Benzamidoxims (siehe Abb. +11) erwiesen
sich als nicht mutagen im Ames-Test [Clement et al., 2001], die Acetylverbindung
zeigte hingegen mutagene Eigenschaften [Sabine Linne, 1996]. Trokdem kann die

Reduktion N-hydroxylierter Derivate als Detoxifizierung angesehen werden.

Die schnelle Ruckreduktion der N-hydroxylierten Metaboliten zu den untoxischen
Ausgangsverbindungen stellt somit einen effizienten Detoxifizierungsmechanismus

dar. In vivo (Kaninchen und Ratte) konnte z.B. eine rasche Reduktion von

20



EINFUHRUNG IN DIE BIOTRANSFORMATION

Benzamidoxim zum Benzamidin nachgewiesen werden. Die Ausgangsverbindung
war nach oraler Gabe nur in sehr geringen Mengen und nur nach Vorbehandlung der
Proben mit Glucuronidase sowie Sulfatase zu detektieren [Clement et al., 1993al].
Die rasche Ruckreduktion schitzt den Korper vor der metabolischen AktivierungN-
hydroxylierter Verbindungen zu potentiell karzinogenen oder mutagenen
Arylnitrenium-lonen. Es wird diskutiert, dal3 nur solche Amine ehe karzinogene
Wirkung entfalten koénnen, die schlecht oder gar nicht von dem reduktiven
Enzymsystem umgesetzt werden und so der Detoxifizierung entgehen [Clement,
1998].

Biotransformationen am Stickstoff zeigen ebenfalls, wie bereits erwahnt, eine hohe
pharmakologische Bedeutung. Zahlreiche Arzneistoffe besitzen eine Amidinfunktion,
die jedoch aufgrund ihrer starken Basizitat (pKa~ 11-12) bei physiologischem pH-
Wert Gberwiegend als protoniertes, mesomeriestabilisiertes Amidiniumkation vorliegt.
Die dadurch bedingte Hydrophilie dieser Verbindungen fiihrt zu einer schlechten
Resorption des Arzneistoffs nach oraler Gabe und damit zu einer schlechten
Bioverfligbarkeit. Die entsprechenden N-hydroxylierten Verbindungen (Amidoxime)
besitzen eine geringere Basizitd (pKa ~ 4-5). Sie liegen bei physiologischem pH
Wert (berwiegend nicht protoniert vor und werden daher wesentlich besser
resorbiert. Hierdurch kann die orale Bioverfligbarkeit erheblich gesteigert werden. Da
Amidoxime in vivo rasch zu Amidinen reduziert werden, kann man diese
N-Hydroxyamidine als sogenannte prodrugs einsetzen. Prodrugs sind
pharmakologisch inaktive Verbindungen, die durch meist fremdstoffmetabolisierende

Enzyme (haufig Phase [) in den aktiven Wirkstoff Gberfihrt werden.

R : R + R H R
\ Reduktion \ +H S .
C:N ——  C=NH — C=N* <4—>» C-NH,
HN — OH H,N -H*  HN H H-N*
Amidoxim Amidin

Amidinium lon

Prodrug aktives Prinzip

Abb. 1-10.  Prinzip der Amidoxime als prodrugs von Amidinen.
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Das Konzept der Amidoxime als prodrugs fur Amidine wurde erstmals fur das
Pentamidin entwickelt [Clement et al., 1992; Clement, 1993]. Das Diamidoxim des
Pentamidins (Pentoxim) wird nach oraler Gabe in vivo (Ratte) rasch zum Pentamidin
reduziert, welches daraufhin seine Wirkung gegen Trypanosomenlinfektionen,
Leishmania donovani (Schlafkrankheit) und Pneumocystis carinii-Infektionen
entfalten kann. Die zusatzliche Acetylierung der beiden Amidoximfunktionen des
Pentoxims verbessert zum einen die Lipophilie der Verbindung, zum anderen bietet
sie einen weiteren Metabolisierungsschutz, wodurch die orale Bioverfiigbarkeit noch
weiter gesteigert werden konnte. Die Biotransformation des Pentoximesers zum

Pentamidin konnte in vivo im Experiment an Ratten gezeigt werden [Rieckert, 1999].

Das fir Pentamidin entwickelte prodrug-Prinzip wurde mittlerweile auf viele andere
Arzneistoffkandidaten Ubertragen. Amidine sind u.a. Bestandteile blutgerinnungs
hemmender Pharmaka. Das Doppelprodrug Sibrafiban ist ein Glycoprotein Ilb/llla
Rezeptor-Antagonist der Firma Hoffmann La Roche mit einer Amidoximfunktion und
einem Ester. Sibrafiban besitzt eine gute orale Bioverfugbarkeit [Wittkeet al., 1999].
Dieser Arzneistoff scheiterte jedoch in klinischen Studien, da er nach oraler Gabe
mangelnde Wirksamkeit besal® und weiterhin keinen Vorteil gegentber der Therapie
mit Aspirin erbrachte [Topol, 2000].

Die Firma Astra Zeneca hingegen wird in naher Zukunft einen Thombininhibitor, das
Ximelagatran, auf den Markt bringen, der ebenfalls eine Amidoxim und eine
Esterfunktion besitzt. Die Metabolisierung beider funktioneller Gruppen zum Amidin
und der freien Saure fuhrt in vivo zum eigentlichen Wirkstoff Melagatran [Eriksson et
al., 1999; Lopian, 2002]. In der Pharmazeutischen Industrie besteht zusatzlich ein
groRes Interesse an der Entwicklung weiterer Glycoprotein IIb/lllaRezeptor-
Antagonisten, Thrombininhibitoren sowie FaktorXa-Antagonisten mit dem hier
beschriebenen prodrug Prinzip. Der Einsatz von Amidoximen anstelle von Amidinen
hat sich zur Verbesserung der oralen Verfugbarkeit fir diese Wirkstoffklasse ebenso
bewahrt wie fur die oben angefiihrten Arzneistoffe gegen Pneumocystis carinii und

weitere Infektionen.
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1.5. Stand der Vorarbeiten

Amidine, Guanidine sowie Amidinohydrazone werden in vivo (Kaninchen, Ratte,
Mensch) durch Cytochrom P450 Enzyme zu ihren N-hydroxylierten Verbindungen
oxidiert. Die N-Oxygenierung dieser Verbindungen erfolgt durch ein Cytochrom
P450-Enzym im Zusammenspiel mit der NADPH-Cytochrom P450 Reduktase. Im
Kaninchen wird die Reaktion durch das P450Isoenzym 2C3 katalysiert [Clement et
al., 1993b]. Sowohl Amidine als auch Guanidine werden in menschlicher Leber u.a.
vom CYP2C19 N-hydroxyliert [Clement und Jung, 1994]. Fir die entsprechende N-
Hydroxylierung der Amidinohydrazone ist hier jedoch ausschlieBlich das humane
CYP1A2 das verantwortliche Isoenzym [Clement et al., 1996]. Die N-Oxygenierung
von Amidinohydrazonen kann daher auch als Markereaktion fur dieses Enzym
verwendet werden. Sowohl CYP2C19 als auch CYP1A2 sind in erheblichem Ausmal}

am Fremdstoffmetabolismus beteiligt.

Eine rasche Ruckreduktion der N-hydroxylierten Metaboliten zu ihren
Ausgangsverbindungen konnte nachgewiesen werden. Diese Reduktion [auft
wesentlich schneller ab als die Oxidation, so dal® die Reduktionin vivo Uberwiegt
[Clement und Zimmermann, 1988; Hauptmannet al., 1988].

N-Hydroxyguanidine, N-Hydroxyamidinohydrazone sowie Hydroxylamine werden
durch das gleiche Enzymsystem reduziert wie Amidoxime. Dieses besteht aus der
NADH-Cytochrom bs Reduktase, Cytochrom bs und einem P450-Enzym. Dieses
P450-Isoenzym wurde aus Schweineleber isoliert und als zur Familie CYP2D gehorig
identifiziert. Ein Isoenzym der Familie CYP2D wurde hiermit erstmals aus
Schweineleber gereinigt, so dall keine ndhere Zuordnung des Isoenzyms getroffen
werden konnte [Lomb, 1995].

Daraufhin wurde mit der gleichen Reinigungsvorschrift versucht, das fir die N-
Reduktion in humaner Leber verantwortliche Enzymsytem zu isolieren [Rieckert,
1999; Behrens, 1999]. Auch im Menschen wird die Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen durch ein Enzymsystem aus Cytochrom kL, bs-Reduktase und einem
P450-Enzym katalysiert. Das entsprechende humane Cytochrom P450Enzym
konnte jedoch bislang nicht eindeutig identifiziert werden. Da sowohl die Isolierung
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dieses Enzyms aus humaner als auch aus Schweineleber mit der gleichen Vorschrift
gelang, ware die Vermutung naheliegend, dal} es sich auch im Menschen um einen
Vertreter der Familie 2D handelt. Das dem CYP2D aus dem Schwein analoge
humane Isoenzym ware CYP2D6, welches ebenfalls eine grole Rolle im
Xenobiotikastoffwechsel spielt. Die Beteiligung dieses Isoenzyms konnte zuvor
jedoch durch den Einsatz von CYP2D6-defekten Mikrosomen sowie
Antikdrperstudien  ausgeschlossen werden [Moller, 1997]. Die partielle
Aminosauresequenzanalyse der gereinigten BenzamidoximReduktase aus humaner
Leber ergab eine hohe Ubereinstimmung mit dem Cytochrom P45GIsoenzym 2A6,
aber auch mit CYP2A7 und CYP2A13. Die humane Benzamidoxim-Reduktase war
weiterhin in der Lage, die Markeraktivitat des CYP2A6, die 7Hydroxylierung von
Cumarin, durchzufiihren [Rieckert, 1999, Behrens, 1999]. Ein endgultiger Beweis flur
die Identifizierung des humanen N-reduktiven Enzymsystems z.B. durch
Antikorperstudien steht jedoch noch aus. Zudem konnte bisher nicht eindeutig geklart
werden, ob auch weitere Enzyme in der Lage sind, die Reduktion N-hydroxylierter

Verbindungen zu katalysieren.

FUr die Modellsubstanz Benzamidoxim wurde im Arbeitskreis Clement neben N-
reduktiven Phase I-Biotransfomation auch eine Untersuchung von Phase It
Metaboliten durchgefihrt. Hierbei zeigte sich, dal® in Hepatocyten sowohl das
Benzamidoxim-O-sulfat als auch das O-glucuronid gebildet wird. Beide Metaboliten
besitzen weder toxische noch mutagene Eigenschaften. Das BenzamidoximO-
acetat, welches sich im AmesTest als mutagen erwies, konnte jedoch nicht
nachgewiesen werden. Die Konjugation von Benzamidoxim mit Sulfat und
Glucuronid kann somit als Detoxifizierungsreaktion eingestuft werden. [Clement et
al., 2001].

Alle Biotransformationen der Modellsubstanz Benzamidoxim sind in Abbildung 111

zusammengefaldt.
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Abb. 1-11.  Phase I- und Phase lI-Metabolismus von Benzamidin und Benzamidoxim.
1, N-Oxygenierung von Benzamidin, 2, N-Reduktion von Benzamidoxim;

3, Glucuronidierung von Benzamidoxim; 4, Sulfatierung von Benzamidoxim.

1.6. Zielsetzung

Vorangegangene Arbeiten konnten ein mikrosomales Enzymsystem aus Cytochrom
bs, NADH-Cytochrom bs Reduktase und einem P450-Enzym identifizieren, welches
fur die Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen in Schweineleber verantwortlich ist.
Eine eindeutige Zuordnung des beteiligten humanen Cytochrom P450lsoenzyms
konnte jedoch noch nicht getroffen werden. Im Hinblick auf die toxikologische und
pharmakologische Relevanz von Amidoximen, welche sich als prodrugs von
Arzneistoffen mit Amidinfunktion zur Verbesserung der oralen Bioverfigbarkeit
bewahrt haben, ist es von groRer Wichtigkeit, das betaligte humane P450 Isoenzym
zu identifizieren. Nur so kdnnen mogliche auftretende Interaktionen von Arzneistoffen

bei inrer Entwicklung vorausgesagt werden.
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Den grofdten Anteil am Xenobiotikametabolismus besitzt CYP3A4. Ein Arzneistoff,
der durch dieses Enzym verstoffwechselt wird, fuhrt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu
Interaktionen, wenn gleichzeitig andere Arzneistoffe eingenommen werden. Diese
Interaktion kann in vielen Fallen zum Scheitern des Arzneistoffs in klinischen Studien
beitragen. Somit wurde die Umsetzung mit gereinigtem CYP3A4 in die Studien mit
einbezogen (s. Kapitel 2). Da vorhergehende Untersuchungen eine Beteiligung von
CYP2A6 an der Metabolisierung von Amidoximen zu Amidinen erbrachten,
beschaftigt sich die vorliegende Arbeit ebenfalls mitder Isolierung von CYP2A6 aus
humaner Leber nach literaturbekannter Vorschrift. Ein Vergleich dieses Isoenzyms
mit der humanen Benzamidoxim-Reduktase soll durchgefuhrt werden, um die
Identitat des N-reduktiven Enzymsystems in menschlicher Leber endgultigzu klaren
(s. Kapitel 2).

Uber den Mechanismus der BenzamidoximReduktase ist bisher wenig bekannt.
Weitere Studien zur Aufklarung des Mechanismus der Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen sowie  StrukturAktivitats-Beziehungen  verschiedener para-
substituierter Benzamidoxime sollen Voraussagen darlber zulassen, wie gut ein
Arzneistoff von diesem Enzymsystem reduziert wird. Mit gereinigten Enzymsystemen
sowie mit Schweinelebermikrosomen sollen Umsetzungen mit verschiedenenpara-
substituierten Benzamidoximen erfolgen, um den Einflul3 des Substituenten in para-
Stellung auf die Reduktion zu Uberprifen. Hierfir sollen Substituenten mit
unterschiedlichen elektronischen Effekten, elektronenziehend und elektronen-
schiebend, verwendet werden (s. Kapitel 3). Fur die Entwicklung neuer Amidoxime
als prodrugs fir Amidine ist es wichtig, die Beeinflussung der Reduktion durch

bestimmte funktionelle Gruppen zu kennen.

Da die N-reduktiven Enzymsysteme aus dem Schwein und im Menschen ahnlich
aufgebaut sind und mit hoher Wahrscheinlichkeit den gleichen katalytischen
Mechanismus verwenden, dient ersteres als ideales Modell fur weitere Studien.
Aufgrund der besseren Verfugbarkeit des N-reduktiven Enzymsystems aus
Schweineleber sollen hieraus zunachst alle drei erforderlichen Kanponenten
(Cytochrom bs, bs-Reduktase und CYP2D) gereinigt werden.
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Zur weiteren Aufklarung des Mechanismus soll die Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen unter anaeroben Bedingungen verfolgt werden. Zudem sollen
Inhibitorstudien  durchgefiihrt werden. Eoenso soll die Messung von
Substratbindungsspektren weitere Details zum Mechanismus der Benzamidoxim
Reduktase liefern (s. Kapitel 4).
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2. ISOLIERUNG DER HUMANEN BENZAMIDOXIM-REDUKTASE

2.1. Einfihrung

2.1.1. Cytochrom P450 2A6

Cytochrom P450-Enzyme sind Vertreter einer grollen Supergenfamilie und
katalysieren in erster Linie die Oxidation zahlreicher endogener und exogener
Verbindungen. Fir den Xenobiotika-Metabolismus spielen hierbei vor allem P450
Enzyme aus den Familien CYP1, CYP2 und CYP3 eine grof’e Rolle. Aus der
Unterfamilie CYP2A besitzt das humane Isoenzym CYP2A6 die grofRte Bedeutung
[Ortiz de Montellano, 1995]. Der Gehalt an CYP2AG6 in humaner Leber ist mit etwa
4 % im Vergleich zu anderen P450-Enzymen des Fremdstoffwechsels eher gering.
Hierbei kdnnen jedoch bis zu 30-fache Unterschiede auftreten [Ortiz de Montellano,
1995]. Einer der Grunde fur die grof3en interindividuellen Schwankungen der 2A6
Level wird im Auftreten genetischer Polymorphismen gesehen [Kitagawa et al.,
2001]. Hierbei handelt es sich um genetisch veranderte Varianten des CYP2AG6, die
teilweise erhebliche Unterschiede in ihrer Enzymaktivitat aufzeigen. CYP2AG6
befindet sich zusammen mit CYP2A7 und CYP2A13 auf dem Chromosom 19 des
menschlichen Genoms, wobei die ersteren beiden in unmittelbarer Nachbaschaft
zueinander vorliegen [Paschke et al., 2001]. Bei dem Allel CYP2A6*1 handelt es sich
um den sogenannten Wildtyp, bei dem keine Mutationen aufgetreten sind [Yamano
et al., 1990]. CYP2A6.1 gibt das dazugehdrige Protein an, welches durch CYP2A6*1
zur Expression gebracht wird und eine unveranderte Enzymaktivitat besitzt. Sowonhl
durch Punktmutationen, die zu einem Aminosaureaustausch in dem exprimierten
Enzym flihren, als auch durch Gen-Deletionen und Gen-Verdoppelungen kénnen
Enzyme mit einer verminderten oder einer fehlenden 2A6-Aktivitat entstehen (Tab.
2-1). Im CYP2A6.2 beispielsweise fuhrt ein einzelner Aminosaureaustausch zu
einem Enzym, welches kein Ham in das Apoprotein inkorporieren kann und somit

katalytisch inaktiv ist [Yamano et al., 1990].
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Tab. 2-1. Bisher bekannte genetische Polymorphismen des CYP2A6

[www.imm.ki.se/CYPalleles]

Allele Protein Veranderungen Enzym- Literatur
aktivitat
CYP2A6*1A CYP2A6.1  keine normal”?  Yamano et al., 1990
CYP2A6*1B CYP2A6.1 Inversion am Oscarson et al., 1999b
3’Ende Ariyoshi et al., 2000
CYP2A6*1X2 CYP2A6.1 CYP2A6 Gen- Rao et al., 2000

verdoppelung

CYP2A6*2 CYP2A6.2 NT-Austausch keine”? Yamano et al., 1990

479T>A Hadidi et al., 1997
Oscarson et al., 1998
CYP2A6*3 CYP2A6.3 CYP2A6/CYP2AT ? Fernandez-Salguero
Hybrid et al.,1995
CYP2A6*4A CYP2A6 Deletion keine’ Oscarson et al., 1999a
Nunoya et al., 1999
Ariyoshi et al., 2000
CYP2A6*4B CYP2A6 Deletion keine’ Nunoya et al., 1998
CYP2A6*4C Identisch mit
CYP2A6*4A
CYP2A6*4D CYP2A6 Deletion keine’ Oscarson et al., 1999b
CYP2A6*5  CYP2A6.5  NT-Austausch keine”?  Oscarson et al., 1999b
1436G>T
CYP2A6*6 CYP2A6.6 NT-Austausch vermind.? Kitagawa et al., 2001
383G>A
CYP2AG*7 CYP2A6.7 NT-Austausch vermind.? Ariyoshi et al., 2001
1412T7>C Xu et al., 2002
Inversion am
3’Ende
CYP2A6*8 CYP2A6.8 NT-Austausch normal’ Ariyoshi et al., 2001
1454G>T Xu et al., 2002
Geninversion am
3’Ende
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Tab. 2-1. Fortsetzung

Allele Protein Veranderungen Enzym- Literatur
aktivitat

CYP2A6*9 CYP2A6.1 NT-Austausch in  vermind.? Pitarque et al., 2001
der TATA-Box
-48T>G

CYP2A6*10 CYP2A6.10 NT-Austausch vermind.” Xu et al., 2002
14127>G
1454G>T
Inversion am
3’Ende

CYP2A6*11 CYP2A6.11 NT-Austausch vermind. Daigo et al.,
670T>C 1,2 in Vorbereitung

T in vivo Aktivitat
2 in vitro Aktivitat
NT = Nukleotid

Uber die P450-Variante 2A6.3 herrscht noch Uneinigkeit. Verbesserte Methoden der
Genotypisierung wurden entwickelt, mit denen sich diese Form des 2A6
Polymorphismus nicht mehr nachweisen lie. Daher geht man heute dava aus, dafl
es sich lediglich um ein Artefakt der friher verwendeten Genidentifizierungs
Methoden handelt und das CYP2A6.3 daher nicht naturlich vorkommt [Paschke et
al., 2001].

Erst kurzlich wurde eine vollig neuartige Variante des CYP2A6Gens entdeckt. Beim
CYP2A6*9 fuhrt der Austausch eines Nukleotids im Promotor des Gens zur
Modulation der Genexpression. Es entsteht ein vollstandig aktives Enzym, jedoch in
wesentlich geringerer Menge. Trager dieses Gens entwickeln in etwa nur 50 % der
Enzymaktivitat des Wildtyps, obwohl identische Enzyme exprimiert werden [Pitarque
et al., 2001].

LanderUbergreifende Studien haben gezeigt, dall nicht nur interindividuelle
Unterschiede im CYP2A6-Genotyp und in der Enzymaktivitat auftreten, sondern auch
interethnische. So kommt es beispielsweise in der asiatischen Bevolkerung zur
Anhaufung von Individuen mit einer verminderten Enzymaktivitat, den sogenannten
,poor metabolizern“ [Oscarson, 2001]. Eine Ursache dieses veranderten Phanotyps

wird ebenfalls im Auftreten genetischer Polymorphismen gesehen. Tatsachlich
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tragen 0.4 % der Japaner das 2A6*6 Allel, wodurch sie eine verminderte Enzym
Aktivitat besitzen [Kitagawa et al., 2001]. Ebenso sind 15-20 % der Asiaten Trager
der Variante CYP2A6*4 und ein gleicher Prozentsatz dieser Bevodlkerung des
CYP2A67*9, bei der es zu einer verminderten 2A6-Expression kommt [Pitarque et al.,
2001]. Zudem ist das Vorkommen des Allels CYP2A6*2 in dieser
Bevolkerungsgruppe gehauft [Oscarson, 2001]. Besonders die Gruppe der Kaukasier
ist von solchen Mutationen, die zum Fehlen jeglicher CYP2AG-AKktivitat fihren
konnen, betroffen [Ortiz de Montellano, 1996]. Der genetische Polymorphismus des
CYP2AG6 tritt bei Europaern hingegen nur sehr selten auf. Lediglich 13 % der
europaischen Bevolkerung sind Tragerdes CYP2A6*2 [Oscarson, 2001].

Der stark schwankende CYP2A6-Gehalt in humaner Leber kann jedoch auch andere
Ursachen besitzen. Einige Arzneistoffe sowie Umweltfaktoren konnen die CYP2A6
Aktivitat modulieren. Ebenso kann es durch eine Leberzirrhose, eineHepatitis oder
andere maligne Lebererkrankungen zur Induktion dieses P45GIsoenzyms kommen
[Niemela et al., 2000; Oscarson, 2001].

Die Genregulationsmechanismen des CYP2A6 sind bisher unbekannt. Erste Studien
deuten jedoch darauf hin, daf} ein cytosolisches Protein hieran beteiligt ist, welches
an die mRNA des CYP2AG6 bindet und diese somit stabilisiert [Gilmoreet al., 2001].

P450 2A6-Enzyme katalysieren eine Vielzahl an Reaktionen. Beispielsweise ist
CYP2A6 an der O-Deethylierung von 7-Ethoxycumarin beteiligt [Greenlee und
Poland, 1978]. Aufgrund des geringen Gehalts in der Leber spielt das CYP2A6
jedoch fur diese Reaktion in vivo vermutlich eine eher untergeordnete Rolle
[Shimada et al., 1999].

Die 7-Hydroxylierung von Cumarin wird hingegen Uuberwiegend dirch dieses
Isoenzym katalysiert, wodurch die Reaktion als MarkerAktivitat fur CYP2A6
verwendet werden kann [Greenlee und Poland, 1978]. Bei dem hierbei gebildeten
Metaboliten, dem 7-Hydroxycumarin, handelt es sich um eine stark fluoreszierende
Verbindung, die mittels fluorimetrischer Melverfahren sehr selektiv quantifiziert
werden kann (Abb. 2-1).
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Abb.2-1. Cumarin-7-Hydroxylierung als Markeraktivitat fiir CYP2A6.

Die 7-Hydroxylierung des Cumarins wurde bereits in Mausen sowohl in
Lebermikrosomen als auch in Lebermitochondrien nachgewiesen, wobei die
mitochondriale Aktivitat bis zu 55 % hoher lag [Honkakoskiet al., 1988].

Durch CYP2A6 werden zahlreiche Arzneistoffe wie beispielsweise das Analgetikum
Acetaminophen [Chen et al., 1998], das Antikonvulsivum Valproinsaure [Sadeque et
al., 1997] sowie das Cytostatikum Tegafur biotransformiert. Tegafur ist ein prodrug
des 5-Fluorouracils, dessen Aktivierung unter anderem durch CYP2AG6 erfolgt, wobei
hier starke interindividuelle Schwarkungen auftreten kdnnen [Komatsu et al., 2000;

Murayama et al., 2001].

Biotransformationsreaktionen, die durch CYP2AG6 katalysiert werden, kdnnen auch zu
toxischen Metaboliten fuhren. So werden einige Zwischenprodukte der chemischen
Industrie wie beispielsweise 3-Alkoxyether [Le Gal et al., 2001] oder 2,6-
Dimethylanilin [Gan et al., 2001] durch CYP2AG6 zu potentiell toxischen Verbindungen

metabolisiert.

Aber auch die Aktivierung einiger Prokarzinogene, wie Nitrosamine oder Aflatoxin B,
konnte fir das CYP2A6 nachgewiesen werden. Nitrosamine sind im Tabakrauch
enthalten, kénnen aber auch durch Biotransformation von einigen Lebensmitteln
sowie Kosmetika, Arzneistoffen und Pestiziden entstehen. Die Rolle des CYP2AG fur
die Krebsentstehung durch Aktivierung von einigen Nitrosaminen wird diskutiert,
konnte bislang aber noch nicht bewiesen werden. Moglicherweise kommt es bei den

sogenannten ,poor metabolizern® zu einer verminderten Aktivierung solcher
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Verbindungen und dadurch zu einem gesenkten Krebsrisiko. WeitereStudien hierzu
stehen jedoch noch aus [Kushidaet al., 2000].

Durch den geringen Gehalt an CYP2A6 in humaner Leber scheint dieses Isoenzym
einen eher geringen Beitrag zu den genannten Aktivierungen zu leisten, der jedoch
z.B. durch Enzyminduktion erheblich gesteigert werden kann [Ortiz de Montellano,
1995]. Gerichtete Mutationen sollen weiteren Aufschlul® Uber die Rolle des CYP2A6

fur den Xenobiotika-Metabolismus bringen [Nakamuraet al., 2001].

CYP2AG ist das wichtigste Enzym des NikotinStoffwechsels. Nikotin und das durch
die Aldehyd-Oxidase hieraus gebildete Cotinin werden durch CYP2A6 metabolisiert.
Die Produkte kénnen nach Glucuronidierung ausgeschieden werden [Oscarson,
2001]. Somit spielt das CYP2A6 eine wichtige Rolle fir die NikotinClearance von
Rauchern. Zahlreiche Studien wurden durchgefiihrt, die einen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten genetischer 2A6-Polymorphismen und dem Rauchverhalten
zeigen sollten. Dabei besallen Personen mit einem 2A6Gendefekt einen
verzogerten NikotinrAbbau und damit auch eine wesentlich langere Wirkung des
Nikotins. Aus diesem Grund sollen sich unter diesen weniger Raucher befinden bzw.
diese weniger Zigaretten pro Tag rauchen [Sellers et al., 2000]. Das
Lungenkrebsrisiko ware bei solchen 2A6-defekten Menschen zum einen durch das
veranderte Rauchverhalten, zum anderen durch die verminderte Aktivierung von
Nitrosaminen erniedrigt (Abb. 2-2). Weitere Studien hierzu missen jedoch noch

folgen [Oscarson, 2001].

Nikotin Nitrosamine
verhindert durch verhindert durch
Gen-Mutation |:> CYP2A6 Gen-Mutation

/ Abbau  Biotoxifizierung \

Rauchen N J7 Risiko fur Lungen-
Lungenkrebsrisiko und Leberkrebs

Abb. 2-2. Bedeutung des genetischen Polymorphismus des CYP2A6 fiir die

Biotransformation von Nikotin und Nitrosaminen.
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Man erhofft sich, durch Hemmung des CYP2A6GIsoenzyms eine neue Form der
Raucherentwohnung entwickeln zu konnen. 8Methoxypsoralen (Abb.2-3) ist ein
potenter Suizid-Inhibitor des CYP2A6 [Koenigs et al., 1997]. In einer ersten
klinischen Studie konnte ein reduziertes Rauchverhalten durch Gabe dieses
Hemmstoffs gezeigt werden [Sellers et al., 2000]. Bei einmaliger oraler Gabe von
8-Methoxypsoralen konnte in vivo jedoch keine befriedigende Hemmung der 2A6-
Aktivitat erzielt werden. Dieses flihrt man auf einen zu hohen firstpass-Effekt dieser
Verbindung zurick, die sich dadurch nicht in ausreichender Konzentration im Koérper
befindet [Kharash et al., 2000].

OMe

Abb. 2-3. 8-Methoxypsoralen als CYP2A6-Inhibitor.
Weitere Inhibitoren des CYP2A6 werden in vitro u.a. zur Detektion von katalytischen

Aktivitaten dieses Isoenzyms in Multienzymgemischen verwendet. Eine Ubersicht
Uber bekannte CYP2AG6-Inhibitoren gibt die Tabelle 2-2.

Tab. 2-2. Potente Inhibitoren des CYP2A6

Verbindung Eigenschaften Literatur
8-Methoxypsoralen Suizid-Inhibitor, Koenigs et al., 1997
relativ selektiv Koenigs, Traeger, 1998

Kharash et al., 2000

Menthofuran Suizid-Inhibitor, Khojasteh-Bakht et al.,
sehr selektiv 1998

Tranylcypromin sehr selektiv Zhang et al., 2001

Tryptamin selektiv Zhang et al., 2001

Diethyldithiocarbamat relativ selektiv Ortiz de Montellano, 1995
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Lange Zeit galt das CYP2AG6 als der einzige Vertreter der CYP2AUnterfamilie in der
humanen Leber [Ortiz de Montellano, 1995]. Inzwischen konnten aber zwei weitere
Vertreter dieser Unterfamilie identifiziert werden. Das Isoenzym CYP2A7 ist zu 94 %
mit der Aminosauresequenz des CYP2AG6 identisch. CYP2AY7 ist jedoch katalyisch
inaktiv, da es kein Hamgerist zu inkorporieren vermag [Lewis, 1996].

Erst kirzlich gelang die Klonierung und Expression des CYP2A13, dessen Gen auf
dem gleichen Chromosom lokalisiert ist wie das fir CYP2A6 und CYP2A7. CYP2A13
scheint eine Uberlappende Substratspezifitat mit CYP2A6 zu besitzen. So ist es in
den Metabolismus von Cumarin, Nikotin, Cotinin sowie einiger Nitrosamine involviert
[Su et al., 2000]. CYP2A6 kommt in erster Linie in der Leber vor [Ortiz de Montellano,
1995]. CYP2A13 wird hingegen tUberwiegend in der nasalen Mukosa gebildet [Su et
al., 2000]. Weitere Gemeinsamkeiten sowie Unterschiede beider Isoenzyme sollen

durch nachfolgende Studien aufgedeckt werden.

2.1.2. Stand der Vorarbeiten

Die Reduktion von Benzamidoximen wird im Schwein durd ein Enzymsystem
katalysiert, welches aus der NADH-Cytochrom bs Reduktase, Cytochrom bs sowie
dem P450-Isoenzym 2D besteht. Auch im Menschen konnte die Reduktion
N-hydroxylierter Verbindungen nachgewiesen werden (s.u.). Hier konnte jedoch das

verantwortliche Enzymsystem bislang nicht eindeutig identifiziert werden.

Erste Studien konnten die Reduktion von N-Hydroxypentamidin zum Pentamidin
[Jung, 1994] in humanen Lebermikrosomen zeigen. Ebenso erfolgte die
Biotransformation des Benzamidoxims zum Benzamidn durch verschiedene zuvor
charakterisierte humane Leberproben [Lomb, 1995]. Eine Korrelationsanalyse beider
Umsetzungen ergab, dal® sowohl Pentamidin als auch Benzamidoxim mit hoher
Wahrscheinlichkeit durch das gleiche Enzymsystem reduziert werden [Lomb, B95].
Ein dem Schwein analoges Enzymsystem aus Cytochrom L, bs-Reduktase und
einem P450-Enzym konnte auch im Menschen als wahrscheinlich angesehen

werden.
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Die Beteiligung eines humanen P450-Enzyms an der Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen konnte anhand einer Inhibitorstudie mit Octylamin, einem
unspezifischen, kompetitiven Hemmstoff des CYP450, nachgewiesen werden
[Moller, 1997].

In Schweinelebermikrosomen gehort das fir die Reduktion verantwortliche P450
Isoenzym zur Unterfamilie CYP2D. Der einzige Vertreter dieser Unterfamilie im
Menschen ist das CYP2D6. Eine Beteiligung dieses Isoenzyms konnte jedoch durch
den Einsatz des spezifischen Hemmstoffs Chinidin sowie eines polyklonalen
Antikdrpers gegen CYP2D6 ausgeschlossen werden. Ebenso konnte eine efektive
Reduktion von Benzamidoxim in 2D6-defekten Mikrosomen gezeigt werden, die
dieses Isoenzym nicht enthielten [Mdller, 1997].

Die Anwesenheit eines polyklonalen Antikorpers gegen CYP2E1 oder eines
monoklonalen Antikorpers gegen CYP3A4 fuhrte ebenfals zu keiner Erniedrigung
der Umsetzungsrate vom Benzamidoxim [Mdller, 1997].

In einem weiteren Versuch, die humane BenzamidoximReduktase zu identifizieren,
wurde die Reduktase-Aktivitat mit folgenden rekombinant exprimierten P450
Isoenzymen im rekonstituierten System dberprift: CYP1A1, CYP1A2, CYP2AG6,
CYP2B6, CYP2C9, CYP2D6-Val, CYP2D6-Met, CYP2E1, CYP3A4 sowie CYP4A11
(Fa. Gentest). Die P450 Enzyme wurden in Lymphoblasten zur Expression gebracht,
in denen gleichzeitig die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase coexprimiert wurde.
Keines dieser gentechnisch hergestellten P450-Enzyme war im Zusammenspiel mit
Cytochrom bs und bs-Reduktase in der Lage, die Modellsubstanz Benzamidoxim zu

reduzieren [Moller, 1997].

Daraufhin versuchten Rieckert und Behrens, die Benzamidoxim-Reduktase aus
humanen Lebermikrosomen zu isolieren. Dabei wurde die gleiche Methode
verwendet, wie bereits fir die Reinigung der BenzamidoximReduktase aus dem
Schwein beschrieben [Clement et al., 1997]. Es gelang die Isolierung eines P450-
Isoenzyms aus humanen Lebermikrosomen mit einem Molekulargewicht von etwa
50 kDa, welches nach Reduktion mit NaDithionit ein typisches CO-
Differenzspektrum bildete. Dieses humane P450Enzym war nur im Zusammenspiel
mit Cytochrom bs und der bs-Reduktase in der Lage, Benzamidoxim zu reduzieren.
Die Umsetzungsraten lagen dabei etwa um den Faktor 10 niedriger als fir das aus

dem Schwein isolierte Enzymsystem. Die humane BenzamidoximReduktase war
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ebenfalls sauerstoffunabhangig und bevorzugte NADH gegeniber NADPH als
Cosubstrat fur die Reduktion [Behrens, 1999; Rieckert, 1999].

Eine Aminosauresequenzanalyse zweier Enzymfragmente des isolierten Proteins
ergab eine vollstéandige Ubereinstimmung mit dem P450Isoenzym 2A6. Daraufhin
wurde die humane Benzamidoxim-Reduktase auf die Cumarin-7-Hydroxylierungs-
aktivitat, der Markerreaktion fir CYP2A6, Uberprift. Diese Reaktion konnte mit fir
CYP2AG6 typischen Umsetzungsraten gezeigt werden. Umgekehrt war rekombinantes
CYP2A6, welches zusammen mit der P450-Reduktase in Lymphoblasten
coexprimiert wurde, jedoch nicht zur N-Reduktion des Benzamidoxims befahigt
[Behrens, 1999; Rieckert, 1999].

Die humane Benzamidoxim-Reduktase wurde auf weitere Markerreaktionen
fremdstoffmetabolisierender Enzyme (CYP3A4 und CYP2C19) untersucht. Die
gereinigte Benzamidoxim-Reduktase zeigte jedoch weder die fur CYP3A4 typische
Markeraktivitat, die Testosteron-6R-Hydroxylierung, noch die fiur CYP2C19, die S-
Mephenytoin-4 "-Hydroxylierung [Behrens, 1999; Rieckert, 1999].

Das humane isolierte Enzymsystem weistzahlreiche Parallelen zu dem bereits zuvor
identifizierten Enzymsystem aus Schweinelebermikrosomen auf. Sowohl im
mikrosomalen Enzymsystem aus humaner als auch aus Schweineleber erfolgt die
Reduktion erst durch das Zusammenspiel aus Cytochrom k;, der bs-Reduktase und
einem P450-Enzym, wobei NADH das bevorzugte Cosubstrat darstellt.

Der einzige Unterschied besteht in dem beteiligten P450Enzym. Wahrend dieses fur
das mikrosomale Enzymsystem aus Schweineleber eindeutig als zur Familie CYP2D
gehorig identifiziert werden konnte, deutet im Menschen alles auf die Beteiligung des
CYP2AG6 hin (Abb. 2-4).

CYP2D (Schwein)

CYP 2A6 ? (Mensch)
Cytochrom by

N—OH bs-Reduktase
e NADH NH
A\ - X
NH \

2 N-Reduktion NH,

Abb. 2-4. Bisherige Kenntnisse der Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin

im Schwein und im Menschen.
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Gentechnisch hergestelltes CYP2A6 hingegen zeigte keine Benzamidoxim-
Reduktase-Aktivitat. Ein Grund hierfir konnte in dem veranderten Verhalten
rekombinanter Enzyme liegen, die bei der Durchfiihrung von Inkubationen noch in
ihrem Expressionssystem vorliegen. Reduktionsreaktionen koénnten dbei durch
Faktoren gestort werden, die auf die Monooxygenierungsreaktionen, fur die diese
Enzyme optimiert worden sind, keinen Einfluf® haben.

Durch die gleichzeitige Expression der P450-Reduktase und des CYP2A6 in
Lymphoblasten kénnte es aber auch zu eirer Stérung der Elektronenibertragung
wahrend der Reduktion kommen. Die NADPHCytochrom P450 Reduktase ist
Ublicherweise am  Elektronentransfer von Oxidations, nicht aber von
Reduktionsreaktionen beteiligt. Durch die zusatzliche Anwesenheit der P450
Reduktase im rekonstituierten System des Schweins aus Cytochrom bk,
bs-Reduktase und CYP2D werden die Umsetzungsraten des Benzamidoxims zwar
um die Halfte vermindert, die Reduktion a3t sich aber dennoch effizient nachweisen
[Clement et al., 1997]. Daher kann ein gestorter Elektronentransport nicht als einzige
Ursache fir die fehlende BenzamidoximReduktase-Aktivitdt von rekombinant
exprimiertem CYP2A6 angesehen werden.

Rekombinant exprimiertes sowie aus humaner Leber gereinigtes CYP2A6 weisen die
gleiche Aminosauresequenz und damit die gleiche Primarstruktur auf. Vielleicht
treten aber geringe Unterschiede in der Tertiarstruktur auf, welche die Reduktion

inhibieren, die Oxidation jedoch nicht beeinflussen.

2.1.3. Zielsetzung

Um die noch offenen Fragen endguiltig zu kBren, soll in der vorliegenden Arbeit die
Reinigung des CYP2AG6 nach literaturbekannter Vorschrift erfolgen [Yunet al., 1991].

Sollte das gereinigte CYP2A6 in der Lage sein, die Reduktion des Benzamidoxims
zu katalysieren, wirde dieses die Arbeiten von Rieckert [1999] und Behrens [1999]

bestatigen und gleichzeitig auf ein verandertes Verhalten rekombinant exprimierter
Enzyme hinweisen.

Weiterhin soll die Reinigung von rekombinant exprimiertem CYP2A6 aus Hefezellen
durchgefuhrt werden, um Hinweise auf eventwell vorhandene hemmende Faktoren in

den verwendeten Expressionssystemen zu erhalten.
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Die endglltige Identifizierung der humanen BenzamidoximReduktase ist aufgrund
der pharmakologischen Bedeutung von Benzamidoximen von enormer Bedeutung.
Die Eignung zahlreicher prodrugs, die eine Amidoxim-Funktion anstelle einer stark
basischen Amidin-Gruppe zur Verbesserung der oralen Bioverfliigbarkeit besitzen,
konnte fir Pentoxim [Clement et al., 1992], Sibrafiban [Wittke et al., 1999] sowie
Ximelagatran [Eriksson et al., 1999] gezeigt werden. Um mogliche auftretende
Probleme bei der ArzneimittelTherapie oder Interaktionen mit gleichzeitig
verabreichten Arzneistoffen vorhersagen zu konnen, sollte das fir die Reduktion
verantwortliche P450-Enzym bekannt sein. Daher soll die endgiiltige Identifizierung
der humanen Benzamidoxim-Reduktase aus humanen Lebermikrosomen im
Rahmen dieser Arbeit erfolgen. Dabei sollen AntikorperStudien die Beteiligung von
CYP2AG6 an der N-Reduktion bestatigen.

Auch die Reduktion weiterer N-hydroxylierter Verbindungen durch das humane

mikrosomale Enzymsystem analog dem aus Schweineleber soll Gberprift werden.
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2.2. Methoden

2.2.1. Isolierung von CYP2A6 aus humanen Lebermikrosomen

2.21.1. Gewinnung humaner Lebermikrosomen

Humanes Lebergewebe wurde von der Firma Astra, Sdweden, sowie von der
Uniklinik der CAU in Kiel zur Verfigung gestellt. Das Gewebe stammte von
Patienten, die aufgrund von primaren oder sekundaren Leberkarzinomen einer
Leberteilresektion oder einer Hemihepatektomie unterzogen wurden. Das Vorgehen
wurde von der Ethikkommission der medizinischen Fakultat der CAU genehmigt,
zudem wurde das Einverstandnis der Patienten zuvor eingeholt. Die Leberfragmente
wurden unter Eiskiihlung in einem 20 mM Phosphatpuffer pH 7.4 mit einem Zusatz
aus 250 mM Sucrose und 1 mM Na;EDTA transportiert. Diese Gewebestlicke
wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verarbeitung bei
—80 °C gelagert. Zur Mikrosomengewinnung wurden Leberstiicke verschiedener
Patienten bei 4 °C aufgetaut und in kleine Stiicke geschritten. AnschlieRend wurden
diese mit Hilfe eines Teflon-Glas-Potters homogenisiert und mit dem bereits zum
Transport verwendeten Puffer ohne NgEDTA verdinnt. Die Herstellung der
humanen Lebermikrosomen erfolgte schlielich durch differentielle Ultra
zentrifugation wie bereits bei Clement et al. [1996] fir die Gewinnung von

Mikrosomen aus Kaninchen und Schwein beschrieben.

2.21.2. Isolierung von CYP2A6 aus Mikrosomen

Die Reinigung des Cytochrom P450-Isoenzyms 2A6 aus humanen Lebermikrosomen
wurde in Anlehnung an das von Yun et al. [1991] publizierte Verfahren mit einigen
nachfolgend aufgefihrten Modifikationen durchgefuhrt. Dabei bedanke ich mich
herzlich bei Katrin Lopian fir die gute Zusammenarbeit. Aufgrund der geringen
Verfligbarkeit an humaner Leber wurde damuf verzichtet, nur die Leberhomogenate
mit der grofdten Cumarin-7-Hydroxylierungsaktivitat fur die Reinigung zu verwenden.
Alle erhaltenen Leberpraparationen wurden hierflr eingesetzt.

Samtliche unter 2.2.1.2. beschriebenen Arbeitsschritte wurden bei 4° Cdurchgefihrt.
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2.21.21. Hydrophobe Interaktionschromatographie an Octyl-Sepharose CL
4B

Fur die Hydrophobe Interaktionschromatographie wurde als Saulenmaterial Octw
Sepharose CL 4B anstelle von N-Octylamino-Sepharose 4B verwendet.
Die humanen Lebermikrosomen wurden mit nachfolgend aufgefiihrten Puffer S im

Verhaltnis 3:1 verdinnt:

Puffer S 10 mM Phosphatpuffer pH 7.4
2 mM Na;EDTA
2 mM Dithiothreitol
1 M NaCl
40 % (v/v) Glycerol
0.4 % (w/v) Thesit

Danach wurden die Mikrosomen 1 h mit einem KPGRUuhrer unter Eiskihlung
solubilisiert und anschlieBend 60 min bei 100000 g zentrifugiert. Der klare Uberstand
wurde durch Verbandmull koliert, auf eine NaCholat-Konzentration von 0.6 % (w/v)
eingestellt und fir die weitere Aufarbeitung mittels Saulenchromataraphie

verwendet.

Fur die Hydrophobe Interaktionschromatographie bendétigte Puffer:

Puffer | 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.4 % (w/v) Na-Cholat
1 mM Na;EDTA
20 % (v/v) Glycerol
0.06 % (w/v) Thesit

Puffer Il 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.4 % (w/v) Na-Cholat
1 mM Na,EDTA
20 % (v/v) Glycerol
0.2 % (w/v) Thesit
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Puffer Il 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.4 % (w/v) Na-Cholat
1 mM Na;EDTA
20 % (v/v) Glycerol
0.5 % (w/v) Thesit

Das bei Yun et al. [1991] verwendete Detergenz Emulgen 911, das aufgrund der
Verursachung endokriner Storungen nicht mehr erhaltlich ist, wurde fur die

Hydrophobe Interaktionschromatographie durch Thesit ersetzt.

Der Uberstand der Zentrifugation wurde auf eine zuvor mit Puffer | eaiilibrierte
Octylamino-Sepharose CL 4B-Saule (5 x 40 cm) aufgetragen. Es wurden
nacheinander die Puffer I, Il und Ill, die sich durch unterschiedliche Detergenz
Konzentrationen unterschieden, Uber die Saule gegeben. Mit Puffer lll, der die
hochste Konzentration an Thesit enthielt, wurde das 2A6 eluiert. Die Reinigung
wurde bei 280 nm mittels einer UV-Durchflul3zelle verfolgt, wobei zusatzlich ein
zweites Elutionsprofils bei 417 nm aufgenommen wurde. Anhand beider
Elutionsprofile konnten die einzelnen Frakticnen vereinigt und durch Ultrafiltration
(AusschluRgrofle 10000 Da) einkonzentriert werden. Durch eine P450-
Gehaltsbestimmung sowie einen 2AG-Aktivitatstest, der Cumarin-7-Hydroxylierung,
konnten die 2A6-haltigen Fraktionen identifiziert werden. Fir letzteren mulfdte zuvor
das Detergenz weitgehend entfernt werden. Zur Vorbereitung auf die
Anionenaustauschchromatographie wurde die entsprechende Fraktion auf eine
Sephadex® G-25 Saule (NAP™ 25) aufgetragen, mit dem zur Equilibrierung der
Hydroxylapatit-Saule bendtigten Puffer IV wieder eluiert und anschlieRend erneut

einkonzentriert.
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2.21.2.2. Anionenaustauschchromatographie an einer Hydroxylapatit-Saule

Fur alle nachfolgenden Saulenchromatographien wurde anstelle von Thesit das
Detergenz Triton X-100 verwendet, da es eine wesentlich geringere Affinitat zu dem
humanen CYP2A6 besitzt und sich dadurch leichter wieder entfernen laldt [Moller,
1997].

Fur die Anionenaustauschchromatographie an Hydroxylapatit bendtigte Puffer:

Puffer IV 40 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 mM Dithiothreitol
20 % (v/v) Glycerol
0.2 % (w/v) Triton X-100

Puffer V 90 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 mM Dithiothreitol
20 % (v/v) Glycerol
0.2 % (w/v) Triton X-100

Puffer VI 180 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 mM Dithiothreitol
20 % (v/v) Glycerol
0.2 % (w/v) Triton X-100

Puffer VII 300 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 mM Dithiothreitol
20 % (v/v) Glycerol
0.2 % (w/v) Triton X-100

Die aufgearbeitete Fraktion nach der Hydrophoben Interaktionschromatographe
wurde auf eine zuvor mit Puffer IV equilibrierte HydroxylapatitSaule (2.5 x 10 cm)
aufgetragen. Durch einen Stufengradienten aus 40, 90, 180 und 300 mM
Phosphatpuffer konnte die Enzympraparation weiter aufgetrennt werden. Wieder

wurde ein 417 nm Elutionsprofil erstellt, anhand dessen die entsprechenden
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Fraktionen vereinigt und eingeengt wurden. Aufkonzentriert wurde durch
Ultrafiltration (AusschluRgroRe 10000Da). Die Bestimmung der 2A6-haltigen
Fraktionen erfolgte wie unter 2.2.1.2.1. beschrieben. Zur \brbereitung fur die weitere
Aufreinigung an DEAE-Cellulose wurde auch diese Enzympraparation mit Hilfe der
Sephadex® G-25 Saule (NAP™ 25) auf den hierfir benétigten Equilibrierungspuffer,
Puffer VIII, umgestellt.

2.21.2.3. Anionenaustauschchromatographie an einer DEAE-Cellulose-Saule

Fr die Anionenaustauschchromatographie an DEAECellulose bendtigter Puffer:

Puffer VIII 5 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.1mM Na,EDTA
0.2mM Dithiothreitol
20 % (v/v) Glycerol
0.3% (w/v) Triton X-100

Die nach 2.2.1.2.2. erhaltene Fraktion wurde auf eine DE-52 DEAE-Cellulose-Saule
aufgetragen (1.6 x 15 cm), die vorher mit Puffer VIII equilibriert wurde. Nach dem
Auftrag der Enzympraparation wurde die Saule zunachst ebenfalls mit Puffer VIII
gewaschen und anschliellend ein Stufengradient aus 3200 mM NaCl in diesem
Puffer verwendet. Das zu isolierende Enzym wurde nicht an das Saulenmaterial
gebunden und fand sich im Durchlauf wieder. Es wurde erneut ein 417nm
Elutionsprofil aufgenommen, anhand dessen die einzelnen Fraktionen vereinigt und,
wie unter 2.2.1.2.2. beschrieben, einkonzentriert wurden. Auch hier wurden die 2A6
haltigen Fraktionen Uber eine P450-Gehaltsbestimmung sowie eine Cumarin7-

Hydroxylierungsaktivitat identifiziert.
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2.21.2.4. Entfernung des Detergenz

Das Detergenz wurde entweder durch eine weitere kleinere HydroxylapatitSaule

oder das Adsorbens Calbiosorb® entfernt.

2.21.2.41. Detergenzentfernung liber Hydroxylapatit

Die Hydroxylapatit-Saule (1 x 3 cm ) wurde zunachst mit einem 5 mM Phosphatpuffer
pH 7.4, der zusatzlich noch 0.1 mM N&EDTA und 20 % (v/v) Glycerol enthielt,
equilibriert. AnschlieBend wurde die Enzympraparation auf die Saule aufgebracht
und so lange mit dem oben genannten Puffer gespult, bis diese von Detergenz
vollstandig befreit war. Dieses konnte anhand des 280 nm Elutionspofils mit Hilfe
einer Durchflul3zelle verfolgt werden. Da Triton X100 eine starke Eigenabsorption
bei dieser Wellenlange besitzt, konnte ein Schreiberausschlag beobachtet werden,
der mit sinkender Konzentration an Detergenz kontinuierlich auf das Ausgangsiiveau
zuriickging. Das auf der Saule befindliche Enzym konnte dann durch einen 500mM
Phosphatpuffer pH 7.4 (mit 0.1 mM NaEDTA und 20 % (v/v) Glycerol) wieder eluiert
werden. Schliel3lich wurden die enzymhaltigen Fraktionen wieder einkonzentriert und
mit Hilfe einer Sephadex® G-25 Saule (NAP™ 25) auf einen 50 mM Phosphatpuffer
pH 7.4, der ebenfalls 0.1 mM N&EDTA sowie 20 % (v/v) Glycerol enthielt,
eingestellt. In diesem Medium wurde das Enzym bis zur Durchfuhrung der folgenden

Studien im Kihlschrank aufbewahrt.

2.2.1.2.4.2. Detergenzentfernung durch Calbiosorb®

Die Enzympréparation wurde mit einer definierten Menge an Calbiosorty Adsorbens
versetzt und 2 h mittels eines Uberkopfschiittlers vorsichtig bewegt [Moller, 1997].
Nach Absetzen des Adsorbens-Materials wurde die Losung abpipettiert. Zur
vollstandigen DetergenzBefreiung muldte dieser Vorgang mehrmals wiederholt

werden.
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2.21.3. Analytische Methoden zur Charakterisierung des CYP2A6 aus

humanen Lebermikrosomen

2.21.31. Proteingehaltsbestimmung

Die Bestimmung des Proteingehalts der gereinigten Enzympraparationen erfolgte
durch die BCA-Methode in Anlehnung an Smith et al. [1985].

2.21.3.2. P450-Gehaltsbestimmung

Der Cytochrom P450-Gehalt wurde durch Aufnahme eines CO-Differenzspektrums
nach der Methode von Omura und Sato [1964] ermittdt.

2.2.1.3.3. Uberpriifung der Identitit und Reinheit mittels SDS-Page und
Western-Blot

Die Gelelektrophorese wurde in Anlehnung an das von Laemmli [1970] beschriebene
Verfahren mit einigen Modifikationen durchgefiuhrt. Es wurden jeweils zwei Gele
hergestellt, wovon das eine fur die Farbung mit Coomassie und das andere fir die
Antikorperreaktion im Western-Blot verwendet wurde.

2.21.3.3.1. Losungen

Trenngelpuffer: 0.75 M Tris-HCI pH 8.8, 0.2 % (w/v) SDS
Sammelgelpuffer: 0.25 M Tris-HCI pH 6.8, 0.2 % (w/v) SDS
Elektrodenpuffer: 25 mM Tris-HCI pH 8.3, 0.1 % (w/v) SDS, 195 mM Glycin
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Probenauftragspuffer:

Transferpuffer:
TBS-Puffer:
TBST-Puffer:
Maleinsaureldsung:
Acrylamid/Bisacrylamid:

Coomassie-Farbelosung:

Entfarbelésung:
Blocking-Reagenz:
APS 20 %

Trenngelpuffer pH 8.8, 2 % (w/v) SDS,

10 % (w/v) Glycerol, 5 % (w/v) B-Mercaptoethanol,
0.001 % (w/v) Bromphenolblau

25 mM Tris-HCI pH 8.3, 114 mM Gilycin, 10 % Methanol
50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl

0.1 % (v/v) Tween 20 in TBS-Puffer

100 mM Maleinsaure, 150 mM NaCl

30 % (g/v) Acrylamid, 0.8 % (g/v) Bisacrylamid

2 % (g/v) Coomassie Brilliant blue R 250,

10 % (v/v) Eisessig, 25 % (v/v) Isopropanol

12.5 % (v/v) Eisessig, 12.5 % (v/v) Isopropanol

25 mM Tris-HCI, 1 ug/ml Polyvinylalkohol, 150 mM NaCl

Bromphenolblau in Ethanol 10 %

2.21.3.3.2. Zusammensetzung der Gele

Trenngel 10 % Sammelgel 3.6 %
Acrylamid-Lésung 10.3 ml 1.2 mi
Trenngelpuffer 15 ml
Sammelgelpuffer 5ml
Aqua bidest. 4.7 mi 3.7 ml
APS-Ldsung 0.1 ml 0.03 ml
TEMED 0.03 ml 0.01 ml

2.2.1.3.3.3. Herstellung der Gele

Zur Herstellung der Gele wurden jeweils 2 Glasplatten zusammen mit einem

Abstandhalter in einen Giellstand eingespannt und das frisch zusammenpipettierte

Trenngel luftblasenfrei zwischen die beiden Platten gegeben. Um ein Austrocknen
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wahrend des Auspolymerisierens zu verhindern, wurde mit ca. 1 ml Aqua bidest.
Uberschichtet. Nach ca. 1 h wurden die Sammelgelkdmme zwischen die Glasplatten
gesteckt und das Sammelgel sofort nach Hesstellung ebenfalls luftblasenfrei
zwischen die Platten gegeben. Nach Ausharten des Sammelgels wurde der
Gieldstand mit feuchten Tuchern Uberschichtet und bis zum folgenden Tag im

Kuhlschrank aufbewahrt.

2.2.1.3.3.4. Probenvorbereitung

Zur Probenvorbereitung wurden die entsprechenden Enzympraparationen, die je
nach Reinigungsgrad auf einen Proteingehalt von 520 pg pro Bahn mit
Probenauftragspuffer verdiinnt wurden, ebenso wie die Molekulargewichtsstandards
(94; 67; 43; 30; 20.1; 14.4 kDa) 5 min bei 90 °C denaturiert. AnschlieRend wurden

die Proben anzentrifugiert und bis zum nachsten Tag bei-20 °C aufbewahrt.

2.21.3.3.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zu Beginn der Gelelektrophorese wurden die Probenkdmme vorsichtig aus den
Gelen gezogen und die leeren Probentaschen zunahst mit Elektrodenpuffer gefiillt.
Die Proben wurden mit einer 1 ml Hamilton-Spritze aufgetragen. Anschlieend wurde
die Elektrophoresekammer soweit mit Elektrodenpuffer geflllt, bis die beiden
Elektroden mit Puffer bedeckt waren, und das Gel wurde eingesm@annt. Bei einer
konstanten Stromstarke von 50 mA (2 Gele!) fand die Probenaufkonzentrierung im
Sammelgel statt. Nachdem das in den Proben enthaltene Bromphenolblau das
Sammelgel durchlaufen hatte, wurde die Stromstarke auf 100mA erhoht. War die
Laufstrecke von mindestens 6 cm im Trenngel erreicht, wurden die Gele der
Apparatur entnommen und das Sammelgel wurde entfernt. Eins der Gele wurde etwa
1 h in einem Coomassie-Farbebad geschuttelt und anschlielend mit Entfarbelosung
von Uberschissiger Farbe befreit, so dal® nur noch die Proteinbanden angefarbt

waren.
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2.21.3.3.6. Western-Blot

Mit dem zweiten Gel wurde ein WesternBlot im ,semi-dry“ Verfahren durchgefuhrt.
Auf die untere Elektrode der BlotApparatur wurden zwischen mehreren Lagen in
Transferpuffer getauchtes Filterpapier eine zuvor eine Stunde in Aqua bidest.
eingeweichte Nitrocellulosemembran und das Elektrophoresegel gelegt. Die zweite
Elektrode wurde angeschlossen und fir 45 min eine konstante Stromstarke zwischen
50 und 100 mA angelegt, wobei die dazugehbrige Spannung nicht Uber 14V
ansteigen sollte. Nach beendetem Blot wurde die Nitrocellulosemembran mit
Ponceau 0.1 % (in 5% Essigsaure) angefarbt und der Standard mit Kugelschreiber
markiert. Entfarbt wurde die Membran durch mehrfaches Spilen mit Wasser.
AnschlieBend wurde die Membran durch einminitiges Schwenken in Blocking
Reagenz blockiert. Dann wurde diese fir 1h mit einem monoklonalen Antikorper
(1:1000-Verdinnung) gegen CYP2A6 (Gentest, A106, immunoblotspezifisch)
behandelt. Nach 4 x 5 minatigem Waschen mit TBST-Puffer wurde die Membran laut
Vorschrift in der Losung mit einem 2. Antikorper (BM Chromogenic Western Blotting
Kit, Boehringer Mannheim), der an den 1.Antikdrper binden sollte, ebenfalls fir 1h
geschwenkt. Wieder wurde 4 x 5 min mit TBST-Puffer gespult und schliellich mit
dem Farbereagenz des Kits angefarbt. Die Proteinbanden, die eine Reaktion mit dem
Antikorper gegen 2A6 eingegangen waren, zeigten eine braunviolette Farbung.

2.21.3.4. Sequenzierung des isolierten Enzyms

Nach Durchfihrung einer SDS-Gelelektrophorese (2.2.1.3.3.) wurden die zu
sequenzierenden Proteinbanden aus dem Gel ausgeschnitten und in Aqua bidest.
gelagert. Die anschlieBende Sequenzierung fand mittels MALDIMS (Peptide-Mass-
Fingerprint-Analyse) durch die Firma Toplab GmbH, Martinsried, statt. Die Proteine
wurden mit Trypsin verdaut. Der Uberstand wurde anschlieRend iber ZipTip
(Millipore) aufkonzentriert und entsalzt. AnschlieRend fand die Messung mittels
MALDI-MS statt. Die MelRergebnisse wurden mit den Daten der NCBInr (rekase
11/05/2001) Datenbank abgeglichen. Als software dienten die Programme ProFound
und MS-Fit.
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2.2.1.3.5. Cumarin-7-Hydroxylierung

Die Cumarin-7-Hydroxylierungsaktivitat wurde mit Hilfe von zwei verschiedenen

fluorimetrischen MeRverfahren ermittelt.

2.2.1.3.5.1. Fluorimeter

Die mittels Fluorimeter bestimmte 2A6-Aktivitat fand in Anlehnung an das von Yun
et al. [1991] publizierte Verfahren statt. Der Test auf Cumarin7-Hydroxylierungs-
aktivitat wahrend der 2A6-Reinigung wurde in 50mM Tris-Puffer pH 7.4
durchgefihrt. Fir die Inkubation mit Mikrosomen wurden 150 ug Protein verwendet.
Die Umsetzung im rekonstituierten System erfolgte mit 540 pmol gereinigtem
humanem CYP2AG6, 5 U partiell gereinigter NADPHCytochrom P450-Reduktase, die
als Nebenprodukt bei der Hydrophoben Interaktonschromatographie anfiel
(s.2.3.1.2.1), sowie einem Zusatz von 30 yM DLPC. Nach Zusatz von 20 uM
Cumarin wurde 3 min im Schuttelwasserbad bei 37 °C vorinkubiert und anschlielend
die Inkubation mit 0.5 mM NADPH gestartet. Das Endvolumen der Ansatze betrug
500 pl. Nach 10 min wurde die Reaktion mit 60 pl 15 % (w/v) Trichloressigsaure und
1 ml Dichlormethan abgestoppt. Daraufhin wurde der Ansatz erneut bei 37 °C fir
10 min vorsichtig geschdittelt. 0.5 ml der organischen Phase wurden abgenommen
und mit 3ml 30 mM Borat-Puffer pH 9 versetzt, gevortext und anschliel}end
zentrifugiert. Der Uberstand wurde fluorimetrisch bei einer Anregungswellenlange

von 358 nm und einer Emissionswellenlange von 458 nm vermessen.
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2.21.3.5.2. HPLC

2.2.1.3.5.2.1. Inkubationsbedingungen

Um die wahrend der Reinigung stets mitgetestete 7-Hydroxylierung des Cumarins zu
quantifizieren, wurde die 2AG6-Aktivitat mittels HPLC nochmals Uberprift. Die
Umsetzung wurde in Anlehnung an das von Harsdorf [1998] entwickelte Verfahren
durchgefinhrt.

Es wurden 45 pg mikrosomales Protein mit 200 yM Cumarin in 50 mM
Phosphatpuffer pH 7.4 3 min bei 37 °C im Schittelwasserbad vorinkubiert. Fir die
Testung des rekonstituierten Systems wurden 5 ug gereinigtes CYP2A6, 50 ug
rekombinante NADPH-Cytochrom P450-Reduktase und ein Zusatz von 30 yM DLPC
verwendet. Die Umsetzung mit den Fraktionen nach Hydrophober
Interaktionschromatographie wurde mit 45 pg, nach HydroxylapatitSaule mit 15 ug
2A6-haltiger Proteinfraktion pro 150 pkAnsatz durchgefihrt. Mit 0.5 mM NADPH
wurde die Reaktion gestartet und nach 20 min mit 150 pl Methanol beendet. Nach
Abstoppen der Inkubation wurden die Ansatze 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert
und der Uberstand mittels HPLC analysiert.

2.2.1.3.5.2.2. HPLC-Analytik

HPLC-Pumpe: Gradientenpumpe W510 mit Systemcortroller
Waters, Milford, CT, USA

Detektor: Scanning Fluorescence Detektor Waters 470
Waters, Milford, CT, USA
Autosampler: W710 WISP, Waters, Milford, CT, USA
Integrator: Maxima®-Software 820, Version 3.30,
Waters, Milford, CT, USA
Stationare Phase: ODS Hypersil-Saule (5um) 250 x 4 mm (Hewlett Packard)

Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)
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Mobile Phase: 45 % Methanol

55 % 0.1 M Ammoniumacetatpuffer pH 4.5
Laufzeit: isokratisch Gber 15 min
Detektion: Fluoreszenz (Gain = 10, Attenuation = 1)

rex = 358 nm, Aem =458 nm

FluRrate: 0.8 ml/ min
Injektionsvolumen: 10 pl
Retentionszeiten: 7-Hydroxycumarin: 6.2+ 0.2 min

Nach Einstellen des FlieBmittels mit Ammoniak auf pH 4.5 wurde der Eluent filtriert
(Sartorius-Membranfilter, 0.45 ym) und 15 min im Ultraschallbad entgast.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 6Punkt-Kalibrierung mit
Konzentrationswerten zwischen 20 und 1000 nM. Hierzu wurde die entsprechende
Menge an 7-Hydroxycumarin im FlieBmittel gelost und mittels HPLCvermessen. Zur
Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden die gleichen Konzentrationen wie fir
die Kalibrierung verwendet. Diese wurden in 50 mM Phosphatpuffer pH 7.4 gelost
und jeweils einem Inkubationsansatz wie unter 2.2.1.3.5.2.1. beschrieben zugefugt.
Die Inkubation erfolgte jedoch mit denaturierten Mikrosomen sowie ohne NADPH
23 min bei 37 °C im Schittelwasserbad. Die Inkubation wurde mit 300 pyl Methanol
abgestoppt und der Uberstand anschlieRend mittels HPLC quantifiziert. Die sich
hieraus ergebende Wiederfindungsrate betrug 106 %.

2.21.3.6. Reduktion von Benzamidoxim

2.2.1.3.6.1. Inkubationsbedingungen

Die Prufung des gereinigten CYP2A6 auf BenzamidoximReduktase-Aktivitat wurde
nach der von Modller beschriebenen Methode [1997] durchgefuhrt. Der
Inkubationsansatz bestand aus 75 pmol Cytochrombs (aus Schweineleber-
mikrosomen), 0.35 U NADH-Cytochrom bs-Reduktase (aus Schweineleber
mikrosomen), 11 ug gereinigtem CYP2A6 sowie 40 uM DLPC fur das rekonstituierte

System oder 300 ug Protein fir die Umsetzung mit humanen Lebermikosomen. Die
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Reduktion erfolgte in 100 mM Phosphatpuffer pH6.3 unter Zusatz von 0.5 mM
Benzamidoxim. Das Ansatzvolumen betrug 150 pl fur das gereinigte Enzym und
300 pl fur das mikrosomale System. Nach 3mindtiger Vorinkubation bei 37 °C im
Schittelwasserbad wurde die Inkubation durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet
und nach weiteren 30 min durch Zusatz von 150 bzw. 300ul Methanol beendet.
Dabei gefallte Proteine wurden durch 5minutige Zentrifugation bei 10000 U/min

sedimentiert, der Uberstand wurde mittes HPLC analysiert.

Die Inkubation von Benzamidoxim wurde ebenfalls wie oben beschrieben mit der
humanen Benzamidoxim-Reduktase durchgefiihrt, die von Rieckert und Behrens

nach der Vorschrift von Moéller [1997] gereinigt wurde.

2.2.1.3.6.2. HPLC-Analytik

Das von Wohlers [1994] entwickelte Verfahren wurde leicht modifiziert.

HPLC-Pumpe: Binare Pumpe, Serie 1100, Agilent, Waldbronn,
Deutschland

Detektor: Diodenarray-Detektor Serie 1100,
Agilent, Waldbronn, Deutschland

Autosampler: Serie 1100, Agilent, Waldbronn, Deutschland

Integrator: Hewlett Packard (HP) Chemstation A.07.01
Agilent, Waldbronn, Deutschland

Stationare Phase: LiChrospher® RP select B-Saule (5um) 250 x 4 mm (Fa.
Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 3 mM Octylsulfonat pH 2.5/Acetonitril 88:12 (v/v)

Laufzeit: isokratisch Gber 35 min

Detektion: UV, 229 nm

FluBrate: 1 ml/ min

Injektionsvolumen: 10 i

Retentionszeiten: Benzamidoxim: 21.6 £ 0.1 min

Benzamidin: 25.2 + 0.2 min
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Nachdem der pH-Wert des FlieBmittels mit Phosphorsaure auf pH 2.5 eingestellt
wurde, wurde der Eluent mittels Vakuum filtriert (SartoriusMembranfilter, 0.45 ym)
und im Ultraschallbad 15 min lang entgast.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 7Punkt-Kalibrierung mit
Konzentrationswerten zwischen 2.5 und 100 yM. Hierzu wurde das Benzamidin im
FlieBmittel gelost und mittels HPLC vermessen. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurden die gleichen Konzentrationen wie fir die Kalibrierung
verwendet. Diese wurden in 100 mM Phosphatpuffer pH 6.3 gelost und jeweils einem
Inkubationsansatz, wie unter 2.2.1.3.6.1. beschrieben, zugefigt. Die Inkubation
erfolgte jedoch mit denaturierten Mikrosomen sowie ohne NADH 33 min bei 37°C im
Schittelwasserbad. Die Ansatze wurden mit jeweils 300 yl Menge Methanol
abgestoppt und der Uberstand anschlieRend mittels HPLC quantifiziert. Die sich

hieraus ergebende Wiederfindungsrate betrug 108 %.

2.2.1.3.6.3. Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinant exprimiertes,
gereinigtes CYP3A4

In E.coli exprimiertes und gereinigtes CYP3A4 (PanVera) wurde, wie unter
2.2.1.3.6.1. beschrieben, in Kombination mit Cytochrom b; und der bs-Reduktase auf
Reduktion von Benzamidoxim geprift. Flr die Inkubationen wurden 15 pg CYP3A4
anstelle des CYP2A6 verwendet.

2.2.1.3.6.4. Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinant exprimiertes,
gereinigtes CYP2C19

In E.coli exprimiertes und gereinigtes CYP2C19 (PanVera) wurde wie unter
2.2.1.3.6.1. beschrieben in Kombination mit Cytochrom b und der bs-Reduktase auf
Reduktion von Benzamidoxim gepruft. Fir die Inkubationen wurden 15 uyg CYP2C19
anstelle des CYP2AG6 verwendet.
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2.2.1.3.6.5. Reduktion von Benzamidoxim durch die rekombinant exprimierte

UDP-Glucuronyltransferase

Das in Insektenzellen exprimierte humane Polypeptid B7 der UDPGlycosyl-
Transferase 2 Familie (Panvera) wurde ebenfalls, wie unter 2.2.1.3.6.1. beschrieben,
in Kombination mit Cytochrom bs und der bs-Reduktase auf Reduktion von
Benzamidoxim gepruft. Fdar die Inkubationen wurden 15 pg UDR
Glucuronyltransferase anstelle des CYP2A6 verwendet.

2.21.3.7. Reduktion von Guanoxabenz

2.21.3.7.1. Inkubationsbedingungen

Die Reduktion von Guanoxabenz zum Guanabenz wurde nach der von
Demesmaeker [1996] entwickelten Methode durchgefihrt. Unter Zusatz von 40 uM
DLPC und 0.5 mM Guanoxabenz wurden 11 ug 2A6-Praparation, 0.35 U NADH-
Cytochrom bs-Reduktase (Schwein) und 75 pmol Cytochrom bs (Schwein) in 150 pl
50 mM Phosphatpuffer pH 6.3 3 min bei 37 °C im Schittelwasserbad vorinkubiert.
Die Reaktion wurde mit 1 mM NADH gestartet und nach 30 min mit 150 pl Methanol
beendet. Nach Abstoppen der Inkubation wurden die Ansatze fir +2 Stunden bei
—20 °C eingefroren, anschlieend 5min bei 10000 U/min zentrifugiert und der
Uberstand mittels HPLC analysiert.

2.2.1.3.7.2. HPLC-Analytik

HPLC-Pumpe: Gradientenpumpe W510 mit Systemcontroller
Waters, Milford, CT, USA

Detektor: W486 Tunable Absorbance Detector, Waters, Milford, CT,
USA

Autosampler: W710 WISP, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: Maxima®-Software 820, Version 3.30,

Waters, Milford, CT, USA
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Stationare Phase: LiChrospher® RP select B-Saule (5um) 125 x 4 mm (Fa.
Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 30 % Methanol
0.4 % Essigsaure, pH 4.0

Laufzeit: isokratisch Gber 30 min

Detektion: UV, 272 nm

FluBrate: 1 ml/ min

Injektionsvolumen: 10 i

Retentionszeiten: Guanoxabenz: 15.2 + 0.2 min

Guanabenz: 21.7 £ 0.4 min

Nach Einstellen des pH-Wertes des Eluenten mit Ammoniak auf pH 4.0 wurde das
Flielmittel filtriert (Sartorius-Membranfilter, 0.45 mm) und anschlieBend 15 min im
Ultraschallbad entgast.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 7-Punkt-Kalibrierung mit
Konzentrationswerten zwischen 2.5 und 100 yM. Hierzu wurde das Guanabenz im
FlieBmittel gelost und mittels HPLC vermessen. Zur Bestimmung der Wiederfindung
wurden die gleichen Konzentrationen wie fir die Kalibrierung verwendet. Diese
wurden in 50 mM Phosphatpuffer pH 6.3 geldst und jeweils einem Inkubationsansatz,
wie unter 2.2.1.3.7.1. beschrieben, zugeflgt. Die Inkubation erfolgte jedoch mit
denaturierten Mikrosomen und ohne NADH 33 min bei 37 °C im Schuttelwasserbad.
Die Ansatze wurden mit 300 ul Methanol abgestoppt und anschliel3end mittels HPLC

quantifiziert. Die sich hieraus ergebende Wiederfindungsrate betrug 110 %.
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2.2.1.3.8. Reduktion von RO 48-3656

2.2.1.3.8.1. Inkubationsbedingungen

Die Inkubation von RO 48-3656 wurde analog dem unter 2.2.1.3.6.1. beschriebenen
Verfahren fir das Benzamidoxim durchgefuhrt. Statt einer 0.5mM Substrat-

konzentration wurde lediglich eine von 1 mM gewahlt.

2.2.1.3.8.2. HPLC-Analytik

HPLC-Pumpe: Gradientenpumpe W600E mit Systemcontroller

Detektor: W486 Tunable Absorbance Detector, Waters, Milford, CT,
USA

Autosampler: W700 Satellite WISP, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: EZChrom™ Chromatography Data System, Version 6.7,
Scientific Software, Inc., San Ramon, CA, USA

Stationare Phase: LiChrospher® RP select B-Saule (5um) 250 x 4 mm (Fa.
Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 96 % 100 mM Phosphatpuffer pH 4.5, 10 mM TMACI
4 % Acetonitril

Laufzeit: isokratisch Gber 35 min

Detektion: UV, 240 nm

FluBrate: 1 ml/ min

Injektionsvolumen: 10 pl

Retentionszeiten: RO 44-3888: 13.7 min

RO 48-3656: 26 min
Nachdem der Eluent mit Phosphorsaure auf pH 4.5 eingestellt worden war, wurde

das FlieBmittel mittels Vakuum filtriert (Sarbrius-Membranfilter, 0.45 pm) und im

Ultraschallbad 15 min lang entgast.
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Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine &Punkt-Kalibrierung mit
Konzentrationswerten zwischen 10 und 400 pM. Hierzu wurde der Metabolit, das
RO 44-3888, im FlieRmittel geldst und mittels HPLC vermessen. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurden die gleichen Konzentrationen wie fir die Kalibrierung
verwendet. Diese wurden in 100 mM Phosphatpuffer pH 6.3 geldst und jeweils einem
Inkubationsansatz, wie unter 2.2.1.3.8.1. beschrieben, zugefugt. Die Ansatze wurden
jedoch mit denaturierten Mikrosomen und ohne NADH 33 min bei 37°C im
Schittelwasserbad inkubiert. Die Ansatze wurden mit 300 yl Methanol abgestoppt
und der Uberstand anschlieRend mittels HPLC quantifiziert. Die sich hieraus

ergebende Wiederfindungsrate betrug 104 %.

2.2.1.3.9. Aktivitaten von Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs Reduktase

aus Schweineleber bzw. humaner Leber

Benzamidoxim wurde mit 15 pg der humanen BenzamidoximReduktase, die von
Rieckert [1999] und Behrens [1999] nach der Vorschrift von Moller [1997] isoliert
wurde, anstelle des CYP2A6 wie unter 2.2.1.3.6.1. beschrieben inkubiert. Dabei
wurden jeweils 0.35 U NADH-Cytochrom bs Reduktase und 75 pmol Cytochrom bs
fur die Ansatze verwendet, deren Endvolumen 13 ul betrug. Die Umsetzung mit
gereinigter humaner NADH-Cytochrom bs Reduktase und humanem rekombinant
exprimiertem Cytochrom bs (Panvera) diente als Vergleich zu der Umsetzung mit den
Komponenten aus Schweinelebermikrosomen. Das humane Cytochrom I3 und die
bs-Reduktase wurden fir die Umsetzung mit Benzamidoxim nacheinander gegen

solche aus Schweinelebermikrosomen isolierte ausgetauscht.

2.2.1.3.10. Studien mit einem Antikorper gegen CYP2A6

Es wurden Inkubationen, wie unter 2.2.1.3.6.1. beschrieben, durchgefiihrt, &nen
unterschiedliche Mengen an Antikorpern zugesetzt wurden. Fur die Testung mit
Mikrosomen wurden Ansatze ohne und jeweils mit 3, 6 und 10ul Antikdrperldsung

verwendet. Die Hemmung der Reduktion mit gereinigtem 2A6 wurde mit 3ul
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AntikOrperpraparation Uberpruft, wobei wieder eine Vergleichsinkubation ohne
Hemmstoff durchgefihrt wurde. Der Antikorper wurde entweder humanen
Lebermikrosomen oder den Bestandteilen des rekonstituierten Systems des
gereinigten CYP2A6 zugesetzt und 15 min auf Eis vorinkubiert Anschlie3end
wurden die fir die Inkubation bendtigten weiteren Komponenten, wie unter
2.2.1.3.6.1. beschrieben (Puffer, gegebenenfalls DLPC, Benzamidoxim und NADH),
dem Ansatz bis zu einem Endvolumen von 150 pl hinzugefigt und 30 min bei 37 °C
im Schittelwasserbad inkubiert. Abgestoppt wurde ebenfalls mit 150 uyl Methanol.
Die zentrifugierten Proben wurden mittels HPLC analysiert (2.2.1.3.6.2.).

Zur Uberpriifung der Inhibitorpotenz des reaktionsspezifischen Antikdrpers wurde die
7-Hydroxylierung des Cumarins mit rekombinant exprimiertem CYP2A6 (Panvera) in
An- und Abwesenheit dieses Antikorpers durchgefuhrt. Dazu wurden die beiden
hierfir benotigten Enzymkomponenten, das gentechnisch hergestellte 2A6 und die
rekombinante NADPH-Cytochrom P450 Reduktase, zusammen mit 5 pl
Antikorperpraparation wieder 15 min auf Eis vorinkubiert. AnschlieRend wurden alle
weiteren Bestandteile wie Puffer, DLPC, Cumarin und NADPH hinzugefigt
(2.2.1.3.5.2.1.) und 20 min bei 37 °C inkubiert. Da das Ansatzvolumen 150 pl betrug,
wurde die Reaktion mit der gleichen Menge Methanol abgestoppt. Die
Inkubationsansatze wurden 5 min bei 10000 U/min zentrifugiert und der Uberstand
mittels HPLC quantifiziert (2.2.1.3.5.2.2.).

2.2.1.3.11. Hemmung der Cumarin-7-Hydroxylierung durch Benzamidoxim

Im rekonstituierten System wurde die Oxidation von  Cumarin, wie unter
2.2.1.3.5.21. beschrieben, unter Zusatz steigender Mengen Benzamidoxim
durchgefuhrt. In Mikrosomen wurde der Einflud@ von 0.05, 0.5, 1 und 5mM
Benzamidoxim getestet, wahrend dem rekonstituieren System nur 5 mM zugesetzt

wurde. Als Kontrolle dienten jeweils Ansatze ohne zusatzliches zweites Substrat.
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2.2.1.3.12. Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch Cumarin

Im rekonstituierten System wurde die Reduktion von Benzamidoxim, wie unter
2.2.1.3.6.1. beschrieben, unter Zusatz steigender Mengen Cumarin durchgefihrt.
Hierfur wurden Inkubationsansatzen mit humanen Lebermikrosomen 0.002, 0.02,
0.2, 1, 1.5 und 2 mM Cumarin zugesetzt. Die Inkubation im rekonstituierten System
erfolgte unter Zusatz von 1.5 mM Cumarin. Ansatze ohne zweites Substrat dienten

als Vergleich.
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2.2.2. Isolierung von rekombinant exprimiertem CYP2A6 aus

Hefezellen

2.2.21. Gewinnung des rekombinanten CYP2A6 aus Hefezellen

Das rekombinante CYP2A6 wurde zusammen mit der NADPHCytochrom P450
Reduktase in Hefezellen exprimiert (AstraZeneca, Schweden). 100 nmol des
CYP2A6 in diesen Hefezellen standen fir die weitere Aufreinigung in
gefriergetrockneter Form (Lagerung bei—-80 °C) zur Verfugung. Die Isolierung des
rekombinanten CYP2A6 aus Hefezellen wurde in Anlehnung an das Verfahren von
Soucek [1999] mit Modifikationen durchgefihrt, welcher die Reingung von CYP2A6
aus E.coli beschrieb. Der Malistab der Saulenvolumina wurde entsprechend der
geringen Auftragsmenge (100 nmol P450) verKeinert. Zudem mulfdte das Detergenz
Triton® N-101 durch Tergitol® NPX ersetzt werden.

2.2.21.1. Solubilisation der Hefezellen

Die Hefezellen wurden zunachst langsam unter Eiskihlung aufgetaut und mit einem

Solubilisierungspuffer auf einen P450-Gehalt von 0.83 nmol/ml eingestellit.

Zusammensetzung des Solubilisierungspuffers: 50 mM Tris-HCI pH 7.4
20 % (v/v) Glycerol
1 mM Na,EDTA
1 mM Dithiotreitol

Die verdinnte Protein-Puffer-Mischung wurde dann durch Zusatz von NaCholat und
von Tergitol® NPX auf jeweils eine Endkonzentration von 0.625 % (w/v) der beiden
Detergentien eingestellt. Anschliefiend wurde 2 h vorsichtig mit einem KPGRUhrer
unter Eiskuhlung solubilisiert und schlieRlich 1 h bei 100000 g und 4 °C zentrifugiert.
Es bildete sich ein klarer Uberstand mit einem dickfliissigen Pellet, welches sich

durch Dekantieren nicht abtrennen lie. Der gesamte Inhalt der Zentrifugenréhrchen
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wurde daher nach Kolieren durch Verbandmull fir die Reinigung an DEAECellulose

verwendet.

2.2.21.2. Reinigung an DEAE-Cellulose

Die DEAE-Cellulose-Saule (1.5 x 16 cm) wurde zu Beginn mit mindestens
drei Saulenvolumina des Solubilisierungspuffers (2.2.2.1.1.) equilibriert. Nach Auftrag
des Solubilisates wurde die DEAE-Cellulose erneut mit dem zur Equilibrierung
verwendeten Puffer gewaschen. Wie nach Vorschrift fand sich das gesamte CYP2A6
im Durchlauf wieder. Dieser wurde mittels Ultrafiltration (Ausschlu3groRe 10000 Da)
einkonzentriert und zur Detergenzentfernung zweimal fur jeweils 1h mit 1g
Amberlite bei 4 °C vorsichtig geschiittelt. Amberlite® XAD wurde anschlieRend durch
Filtrieren Uber Glaswolle von der Enzympraparation wieder abgetrennt. Schlielich
wurde mit einer Losung aus 20 % (v/v) Glycerol sowie 0.2 mM NgEDTA und 1 mM
Dithiothreitol auf das dreifache Volumen verdinnt. Die so erhaltene Verdiinnung

wurde fur die weitere Aufreingung an CM-Sepharose verwendet.

2.2.21.3. Reingung an CM-Sepharose

Fir die Reinigung an CM-Sepharose bendtigte Puffer:

Equilibrierungspuffer 20 mM Phosphatpuffer pH 7.4
20 % (v/v) Glyceral
0.2 mM NaEDTA
1 mM Dithiothreitol

Waschpuffer 50 mM Phosphatpuffer pH 7.4
20 % (v/v) Glycerol
0.2 mM NaEDTA
1 mM Dithiothreitol
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Elutionspuffer | 80 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 % (v/v) Tergitol® NPX
20 % (v/v) Glyceral
0.2 mM NazEDTA
1 mM Dithiothreitol

Elutionspuffer Il 200 mM Phosphatpuffer pH 7.4
0.2 % (v/v) Tergitol® NPX
20 % (v/v) Glycerol
0.2 mM NazEDTA
1 mM Dithiothreitol

Die CM-Sepharose-Saule (fast flow, 1.5 x 3 cm) wurde zunachst mt mindestens
drei Saulenvolumina eines 20 mM Phosphatpuffers pH 7.4 equilibriert
(Equilibrierungspuffer). Nach Auftragen der unter 2.2.2.1.2. gewonnenen Enzym
praparation wurde die Saule mit einem 50 mM Phosphatpuffer pH 7.4 gewaschen
(Waschpuffer). Das CYP2A6 wurde sowohl mit Elutionspuffer | als auch mit
Elutionspuffer Il von der Saule eluiert. Die mit den beiden verschiedenen Puffern
eluierten Fraktionen wurden mittels Ultrafiltration (AusschlufdgroRe 10000 Da) jeweils

getrennt einkonzentriert und, wie unter 2.2.2.1.4. beschrieben, aufgearbeitet.

2.2.21.4. Detergenzentfernung

Das von Soucek [1999] verwendete Detergenz Tritor’ N-101, das nicht mehr im
Handel erhéltlich ist, wurde fiir die gesamte Reinigung gegen Tergitof NPX
ausgetauscht. Hierbei handelt es sichebenso wie bei Triton® N-101 um einen Nonyk
Polyethylenglykol-Ether. Tergitol® NPX wurde analog dem unter 2.2.1.2.4.1.
beschriebenen Verfahren durch eine HydroxylapatitSaule (1 x 6 cm) entfernt. Die
Saule wurde mit 10 mM Phosphatpuffer pH 7.7 equilibriert Nach Auftragen des
Enzyms auf die Saule erfolgte das Auswaschen des Detergenz mit dem selben
Puffer. Auch hier konnte die sinkende Tergito NPX-Konzentration mittels einer

DurchfluBzelle bei 280 nm verfolgt werden, da dieses ebenso wie Tritor’ X-100 eine
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starke Eigenabsorption bei der gewahlten Wellenlange besitzt. Das CYP2A6 wurde
schlieBlich mit einem 300 mM Phosphatpuffer pH 7.4, welcher noch zusatzlich 20 %
(v/v) Glycerol, 0.2 mM NaEDTA, 1 mM Dithiothreitol sowie 0.1 % (w/v) Nacholat
enthielt, wieder eluiert. Die aufgefangenen Fraktionen wurden vereinigt und durch
Filtrationszentrifugation mit Centricon Plus20 (Ausschlugrofle 30000 Da) erneut
einkonzentriert. Mit Hilfe einer Sephadex® G-25 Saule (NAP™ 25) wurde auf einen
50 mM Phosphatpuffer pH 7.4, der ebenfalls 1 mM NaxEDTA sowie 20 % (v/v)
Glycerol enthielt, umgestellt. In diesem Medium wurde das Enzym bis zur
Durchfihrung der nachfolgenden Studien zunachst im Kuihlschrank, spater bei
—20 °C aufbewahrt.

2.2.2.2. Analytische Methoden zur Charakterisierung des rekombinant

exprimierten CYP2A6 aus Hefezellen

2.2.2.21. Uberpriifung der Identitit und Reinheit der Reinigung mittels SDS-
Page und Western-Blot

Die gereingten CYP2A6-Fraktionen wurden zusammen mit Hefezellen, humanen
Lebermikrosomen, in Lymphoblasien exprimiertem CYP2A6 sowie rekombinanter
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase mittels SDS-Page und Western-Blot Uberprift.
Fur den Western-Blot wurde ebenfalls ein monoklonaler Antikdrper gegen CYP2A6
(Gentest, A106, immunoblot-spezifisch) verwendet. Die Durchfihrung erfolgte wie
bereits unter 2.2.1.3.3. beschrieben.

2.2.2.2.2. Cumarin-7-Hydroxylierung

Auch die Cumarin-7-Hydroxylierungsaktivitat des rekombinanten aus Hefezellen
gereinigten CYP2A6 wurde analog dem aus humanen Lebermikrosomen isolierten
Enzym getestet (2.2.1.3.5.2.). Zum einen wurden die Hefezellen selber, zum anderen

das hieraus isolierte CYP2A6 auf ihre Hydroxylierungsaktivitat Uberprift.
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Desweiteren wurde dem rekonstituierten System eine Menge von 75 pmol
Cytochrom bs zugesetzt, um den EinflulR dieses Hektronenubertragers auf die

Oxidation von Cumarin zu untersuchen.

2.2.2.2.3. Reduktion von Benzamidoxim

Die Fahigkeit zur Reduktion von Benzamidoxim durch das in Hefezellen exprimierte
2A6 wurde geprift. Dabei wurden Umsetzungen mit Hefezellen analog der Reduktio
mit Mikrosomen sowie mit aus diesen isoliertem CYP2A6 durchgefiihrt. Die
verwendeten Inkubationsbedingungen und HPLGAnNalytik entsprachen dabei der in
2.2.1.3.6. beschriebenen Methode.

2.2.2.24. Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch Bestandteile in

Hefezellen

2.2.2.241. Hemmung der Reduktion in humanen Lebermikrosomen durch

aus Hefezellen isolierte 2A6-Fraktionen

Es wurden Umsetzungen von Benzamidoxim mit humanen Lebermikrosomen, denen
steigende Mengen an rekombinanter, gereinigter 2A6Praparation zugesetzt wurden,
durchgefuhrt. Einem typischen Inkubationsansatz (2.2.1.3.6.1.) aus 300 pg
mikrosomalem Protein sowie 0.5 mM Substrat wurden vor der dreimindtigen
Vorinkubation Konzentrationen von 1 bis 150 pg der gereinigten Losung aus
Hefezellen zugesetzt. Die Reduktion wurde, wie beschrieben, mit 1 mM NADH
gestartet und nach 30 min durch Zugabe der gleichen Menge Methanol beendet. Die

Ansatze wurden nach Zentrifugation mittels HPLC analysiert (2.2.1.3.6.2.).
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2.2.2.24.2. Hemmung der Reduktion in humanen Lebermikrosomen durch

Hefezellen

Es wurden Umsetzungen, wie unter 2.2.1.3.6.1. beschrieben, mit humanen
Lebermikrosomen und Benzamidoxim unter Zusatz von 5 bis 100 ug Hefezellen
durchgefihrt. Ansatze ohne Hefezellen dienten als Kontrollwert. Die Ansatze wurden

nach Zentrifugation mittels HPLC vermessen (2.2.1.3.6.2.).

2.2.2.2.5. 25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin D3

Die Umsetzung von 1a-Hydroxyvitamin D; sowie die anschlieRende HPLC-Analytik

erfolgten in Anlehnung an das von Axénet al. [1992] publizierte Verfahren.

2.2.2.2.51. Inkubationsbedingungen

Die 25-Hydroxylierung wurde in 50 mM Trisacetat-Puffer pH 7.4, dem noch
20 % (v/v) Glycerol sowie 0.1 mM EDTA zugesetzt waren, durchgefihrt. Es wurden
entweder 0.1 nmol rekombinantes und gereinigtes CYP2A6 aus Hefezellen (2.2.2.1.)
oder in Lymphoblasten exprimiertes CYP2A6 (Gentest) zusammen mit 250ug
rekombinanter P450-Reduktase, 50 yM 1o-Hydroxyvitamin D; sowie 30 yM DLPC
5 min bei 37 °C vorinkubiert. Durch Zusatz von 1.2umol NADPH bis zu einem
Ansatzvolumen von 1000 pl wurde die Reaktion gestaret. Nach 20-mindtiger
Inkubation bei ebenfalls 37 °C im Schuttelwasserbad wurde durch Ausschuitteln mit
jeweils dreimal 5 ml eines Trichlorethan-Methanol-Gemisches (2:1, v/v) abgestoppt.
Dabei wurden die jeweils abpipettierten organischen Phasen eines Ansates
vereinigt, unter Stickstoffoegasung getrocknet und fir die anschlielfiende
Normalphasenchromatographie in 130 yl des hierfir bendtigten FlieBmittels wieder

aufgenommen.
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2.2.2.2.,5.2. HPLC-Analytik

2.2.2.25.2.1. Normalphasenchromatographie

Es wurde eine praparative HPLC in wasserfreiem Medium durchgefihrt. Um dieses
zu gewabhrleisten wurde die gesamte Anlage vor Einbau der Saule fur einige Stunden

mit Isopropanol griindlich gesplilt.

HPLC-Pumpe: Waters 600 mit Systemcontroller
Waters, Milford, CT, USA

Detektor: Dual A Absorbance Detector, Waters 2487,
Waters, Milford, CT, USA

Autosampler: Waters 717 plus, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: EZChrom™ Chromatography Data System, Version 6.7,
Scientific Software, Inc., San Ramon, CA, USA

Stationare Phase: LiChrosorb® Si 60-Saule (5um) 125 x 4 mm (Fa. Merck)
LiChrospher® Si 60-Vorsaule (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 90 % Hexan, 10 % 2-Propanol

Laufzeit: isokratisch Uber 20 min

Detektion: UV, 265 nm

FluRrate: 0.7 ml/ min

Injektionsvolumen: 100 pl

Retentionszeiten: 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds: 14.8 min

Der Eluent wurde mittels Vakuumstrahlpumpe filtriert (SartoriusMembranfilter,
0.45 uym) und 15 min im Ultraschallbad entgast.

Zunachst wurde ein Standard des 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds injiziert, um die
Retentionszeit des Metaboliten zu bestimmen. Dementsprechend wurden die
Fraktionen, die zu dieser Zeit + 2 min eluiert wurden, aufgefangen und ebenfalls
unter Stickstoffoegasung getrocknet. Die trockene Praparation wurde in 130 pl des
fur die nachste HPLC-Methode verwendeten FlieBmittels erneut gelost und
anschlieffend der Reversed-Phase-Chromatographie zugefihrt.
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2.2.2.25.2.2. Reversed-Phase Chromatographie

HPLC-Pumpe: Waters Modell 590, Waters, Milford, CT, USA

Detektor: Dual A Absorbance Detector, Waters 2487,
Waters, Milford, CT, USA

Autosampler: Waters 710 B WISP, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: EZChrom™ Chromatography Data System, Version 6.7,
Scientific Software, Inc., San Ramon, CA, USA

Stationare Phase: Nucleosil 100 C18 (5 um) 125 x 4 mm (Fa. Merck)
RP-select B (5 ym) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 85 % Methanol, 15 % Aqua bidest.

Laufzeit: isokratisch Uber 20 min

Detektion: UV, 265 nm

FluBrate: 0.7 ml/ min

Injektionsvolumen: 100 pl

Retentionszeiten: 10,25-Dihydroxyvitamin Ds: 6.7 min

Der Eluent wurde filtriert (SartoriusMembranfilter, 0.45um) und 15 min im
Ultraschallbad entgast. Die Retentionszeit des Metaboliten wurde mittels eines 4 yM

Standards bestimmt.
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2.3. Ergebnisse

2.3.1. Isolierung von CYP2A6 aus humanen Lebermikrosomen

2.3.1.1. Gewinnung humaner Lebermikrosomen

Es wurden sieben verschiedene Chargen an humanen Lebermikrosomen aus
gepoolten Leberproben gewonnen, die fur die anschliellende weitere Aufreinigung
verwendet wurden. Die Proteinkonzentraionen der Mikrosomen lagen zwischen
20.85 und 41.59 mg/ml bei P450-Gehaltern im Bereich von 0.4 bis 0.7 nmol P450/mg

Protein.

2.3.1.2. Isolierung von CYP2A6 aus humanen Lebermikrosomen

Das Cytochrom P450-Isoenzym 2A6 wurde mehrfach in Anlehnung an das von Yun
et al. [1991] publizierte Verfahren aus humanen Lebermikrosomen isoliert.

Eine Ubersicht der 2A6-Reinigung aus humanen Lebermikrosomen gibt Abbildung
2-5.
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Mikrosomen

|

Solubilisat

.

Hydrophobe Interaktionschromatographie
an Octylsepharose CL 4B

|

Anionenaustauschchromatographie
an Hydroxylapatit

.

Anionenaustauschchromatographie
an DE52-DEAE Cellulose

Abb. 2-5. Reingungsschema der Isolierung von CYP2A6 aus humanen

Lebermikrosomen.

Hierbei wurde das nicht mehr im Handel befindliche Detergenz Emulgen 911, ein
Polyoxyethylennonylphenolether, zunachst durch Thesit ersetzt, welches bereits fir
die Reinigung der Benzamidoxim-Reduktase aus dem Schwein verwendet wurce
[Clement et al., 1997]. Spater fand aufgrund der groReren strukturellen Ahnlichkeit

zum Emulgen 911 ein weiterer Austausch gegen Triton X100 statt.

OH
CoHys o)

Emulgen 911
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Triton X-100 besitzt zudem eine geringere Affinitat zu humanem Cytochrom P450 als
Thesit und laldt sich daher leichter wieder aus der Enzympraparation entfernen
[Modller, 1997]. Das Entfernen des Detergenz ist fur die Entfaltung der vollstandigen
Enzymaktivitat von groflier Bedeutung, da dieses schon in geringen Konzentrationen
die Katalyse zahlreicher Reaktionen zu hemmen vermag. Ein Zusatz von 0.2 %
Thesit zu einem Inkubationsansatz mit humanen Lebermikrosomen, wie unter
2.2.1.5.2. beschrieben, verminderte die 7-Hydroxylierung des Cumarins um ca. 60%.
Aus diesem Grund wurde bei der ersten durchgefiihrten CYP2AGIsolierung nach
jedem Arbeitsschritt das Detergenz entfernt, um die 2A6aktiven Fraktionen wahrend
der Reinigung zu bestimmen und nur diese fur die weitere Aufarbeitung zu
verwenden. Spater wurde aufgrund der hierdurch bedingten starken Proteinverluste
darauf verzichtet. Die Befreiung von Triton X100 erfolgte lediglich bei der letzten

aufgereinigten Enzympraparation.

Das Detergenz wurde aus der Enzympraparation entwede wie bei Yun et al. [1991]
mittels einer HydroxylapatitSaule oder auch durch das Adsorptionsmaterial
Calbiosorb® entfernt. Calbiosorb® Adsorbens besteht aus einem hydrophoben Harz,
einem Styren-Divinylbenzen, mit einer Porengrdfie von 90 Angstrom. Es eigret sich
zur Elimination von ungebundenen organischen Verunreinigungen, Salzen und
Schwermetallionen, besonders aber auch zur Entfernung von Detergenzien mit
niedriger CMC aus walrigen Medien. Die Adsorptionskapazitat betragt 157 mg/ml far
Triton X-100.

Ebenso erfolgte der Austausch der Puffer in den Enzympraparationen nicht, wie bei
Yun et al. [1991] beschrieben, durch Dialyse sondern mittels einer SephadeX G-25
Saule (NAP™ 25). Durch die enorme Zeitersparnis dieser Methode des
Pufferwechsels wurde das ohnehin sehr empfindliche CYP2A6 wesentlich weniger
beansprucht.
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2.3.1.21. Hydrophobe Interaktionschromatographie an Octyl-Sepharose CL
4B

Bei der Hydrophoben Interaktionschromatographie wurden durch stufenweise
Erh6hung der Detergenzkonzentration in den Puffern Ibis 11l von 0.06 auf 0.5 % drei
verschiedene Fraktionen eluiert. Als erstes wurde neben einer Vielzahl nicht naher
bestimmter mikrosomaler Proteine die NADPHCytochrom P450 Reduktase mit dem
Durchlauf von der Saule gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Eluion des
Cytochrom bs mit Puffer Il. Diese Fraktion konnte allerdings nicht bei jeder CYP2A6
Reinigung detektiert werden, da der Gehalt an Cytochrom Ly in den meisten
humanen Lebermikrosomen zu gering war. Schliel3lich wurde mit der hochsten
Konzentration an Thesit (Puffer Ill) die 2A6-haltige Fraktion eluiert, in der sich auch
die NADH-Cytochrom bs Reduktase befand. Im Gegensatz dazu wurde das CYP2A6
bei Yun et al. [1991] nicht durch Elution mit Puffer Il gewonnen, sondern mit Puffer I,
der die geringste Menge an Detergenz enthielt. Griinde hierfir kdonnten zum einen
das nicht identische Saulenmaterial und zum anderen der Austausch des Detergenz

sein. Ein typisches 417 nm Elutionsprofil zeigt die Abbildung 26.
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Abb. 2-6. 417 nm Elutionsprofil der Hydrophoben Interaktionschromatographie an
Octyl-Sepharose CL 4B wéhrend der CYP2A6-Reinigung aus humanen

Lebermikrosomen.

2.3.1.2.2. Anionenaustauschchromatographie an einer Hydroxylapatit-Saule

Das Eluat der Anionenaustauschchromatgraphie an Hydroxylapatit konnte in
vier verschiedene Fraktionen unterteilt werden. Als erstes wurde die
NADH-Cytochrom bs-Reduktase, die nicht an dieses Material bindet, mit dem
Durchlauf von der Saule gewaschen. Danach wurden mit 90 mM Phosphatpuffer
andere P450-Isoenzyme eluiert, die jedoch keine 2A6-Aktivitat zeigten (Fraktion 2).
Schlieldlich erfolgte die Elution des CYP2AG6 teilweise bereits langsam mit 180 mM
Phosphatpuffer (Fraktion 3), mit 300 mM dann sehr schnell (Fraktion 4). Da in den
beiden Fraktionen 3 und 4 eine Cumarin-7-Hydroxylierungsaktivitat zu detektieren

war, wurden diese fur die weitere Aufreinigung an DEAECellulose vereinigt. Im
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Gegensatz dazu enthielt bei Yun [1991] Uberwiegend der 300mM Puffer das
CYP2A6. Der Verlauf dieser Saulenchromatographie wurde anhand eines bei
417 nm erstellten Elutionsprofils verfolgt (Abb 2-7).
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Abb. 2-7. 417 nm Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie an
Hydroxylapatit wdhrend der CYP2A6-Reinigung aus humanen Leber-

mikrosomen.

2.3.1.2.3. Anionenaustauschchromatographie an einer DEAE-Cellulose-Saule

Die Anionenaustauschchromatographie an DEAECellulose fuhrte zu einer
Abtrennung weiterer Proteinbestandteile vom CYP2AG6, die nicht naher untersucht
wurden. Diese in Fraktion 2 enthaltenen Proteine enthielten jedoch kein P450. Das
CYP2A6 wurde nicht vom Saulenmaterial gebunden und fand sich daher im
Durchlauf wieder. Das 417 nm Elutionsprofil dieses Reinigungsschrittes zeigt die
Abbildung 2-8.
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Abb. 2-8. 417 nm Elutionsprofil der Anionenaustauschchromatographie an DEAE-

Cellulose der 2A6-Reinigung aus humanen Lebermikrosomen.

Nach Entfernen des Detergenz entweder mit Hydroxylapatit oder dem Adsorbens
Calbiosorb, wie unter 2.2.1.2.4. beschrieben, wurde das CYP2A6 nach der ersten
Reinigung zunachst bei-20°C, dann bei -80°C aufbewahrt. Nach einmaligem Lagern
bei -80 °C verlor die CYP2A6-Fraktion ihre Cumarin-7-Hydroxylierungs-Aktivitat.
Daher wurden die Aktivitatstests mit der isolierten aktiven Enzympraparation direkt
im Anschluf an die jeweilige Reinigung durchgefinhrt.

Tabelle 2-1 gibt exemplarisch eine Zusammenfassung der Ergebnisse fir die erste

Isolierung des CYP2AG6 wieder.
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Tab. 2-1. Reinigung von CYP2A6 aus humanen Lebermikrosomen
Reinigungsschritt Protein® P450-Gehalt  P450° Reinigung® Gewinn’
[mg] [nmol/mg] [nmol] -fach [%]
Mikrosomen 2005 0.045 90.0 1 100
Octyl-Sepharose 50 0.440 22.0 10 244
Hydroxylapatit 6 1.160 7.0 26 7.7
DEAE-Cellulose 1.93 0.690 1.3 15 1.5

@ Gesamt-Protein-Menge.

® Gesamt-P450-Menge.

¢ basierend auf dem spezifischen P450-Gehalt [nmol/mg].
? basierend auf der Gesamt-P450-Menge [nmol].

2.3.1.3. Analytische Methoden zur Charakterisierung des CYP2A6 aus

humanen Lebermikrosomen

2.3.1.3.1. Uberpriifung der Identitit und Reinheit mittels SDS-Page und
Western-Blot

Nach der CYP2A6-Reinigung aus humanen Lebermikrosomen wurde eine SDS
Polyacrylamidgelelektrophorese sowie ein WesternBlot durchgefihrt. Die SDS-Page
ergab ein durchschnittliches Molekulargewicht des gereinigen Enzyms von etwa
53.000 Da. Hierfur wurde die im Gel markierte Bande fir die Bestimmung zu Grunde
gelegt, da diese fur die positive Reaktion mit dem Antikorper gegen CYP2A6 im
Western-Blot verantwortlich war (Abb. 2-9).
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Abb. 2-9.

e
—
1

2 3 4 5

SDS-Gel der gereinigten CYP2A6-Fraktion aus humanen Lebermikro-
somen. 1, 5 MG-Standard (94; 67; 43; 30, 20.1; 14.4 kDa); 2, humane
Benzamidoxim-Reduktase [Rieckert, 1999; Behrens, 1999];
3, gereinigtes CYP2A6 [Yun et al., 1991]: 4, rekombinantes CYP2A6 in
Lymphoblasten; —» Reaktion mit dem Antikérper gegen CYP2A6.

Das SDS-Gel zeigt, dald das isolierte CYP2A6 nicht vollstdndig rein vorlag.

Zusatzlich waren drei Proteinbanden vorhanden, die jedoch nur schwach ausgepragt

waren. Bei keinem Versuch, CYP2A6 aus humanen Lebermikrosomen zu isolieren,

konnte die angestrebte Reinheit von 100 % erzielt werden. Das SDSGel zeigt

jedoch, dall das CYP2AG6 stark aufgereinigt wurde. Es konnten vor allem keine fir

die Rekonstitution des reduktiven oder oxidativen Enzymsystems notwendigen

Bestandteile wie Cytochrom bs, bs-Reduktase oder P450-Reduktase nachgewiesen

werden. Als Vergleich wurde die humane BenzamidoximReduktase, die nach dem

Verfahren von Mdller [1997] isoliert wurde, sowie das inLymphoblasten exprimierte
CYP2A6 (Gentest) im SDS-Gel mit aufgetragen. Samtliche Proteinbanden der

Benzamidoxim-Reduktase sowie des gereinigten CYP2A6 zeigten sich ebenfalls

beim rekombinant exprimierten CYP2AG6.
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Im Western-Blot konnte die Isolierung des Cytochrom P450-Isoenzyms 2A6 durch
die Reaktion mit einem immunoblotspezifischen, monoklonalen AntikGrper gegen
dieses Enzym bestatigt werden. Dieser reagierte sowohl mit humanen
Lebermikrosomen als auch mit samtlichen 2A6Gaktiven Fraktionen der Reinigung
(Abb. 2-10). Je aufgereinigter die 2A6-Fraktionen vorlagen, desto starker konnte die
Reaktion mit dem 2A6-spezifischen Antikorper detektiert werden. Die Endpraparation
mit CYP2A6 nach der DEAE-Cellulose zeigte die intensivste Farbung im Western
Blot.

94 kDa  camms _ i

67 kDA e i
enmate gy ST - —

43 kDa & p—

30 kDa == —

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 2-10.  Western-Blot mit partiell gereinigtem CYP2A6 wdihrend der Reinigung
aus humanen Lebermikrosomen. 1, 7, Molekulargewicht-Standard;
2, rekombinantes 2A6 (Gentest); 3, nach DEAE-Cellulose; 4, nach Hydroxyl-

apatit; 5, Octyl-Sepharose; 6, humane Lebermikrosomen.
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2.3.1.3.2. Sequenzierung der gereinigten 2A6-aktiven Enzymfraktion

Die Sequenzierung der drei Proteinbanden der gereinigten Enzympaparation (siehe
SDS-Gel unter 2.3.1.3.) durch die Firma Toplab mittels MALDIMS ergab, dal} es
sich bei der Bande mit dem Molekulargewicht von ca. 53000 Da um das Cytochrom
P450-Isoenzym 2A6 handelte. Zur Unterscheidung dieses Proteins vom CYP2A7,
welches 94 % Homologie zum CYP2A6 aufweist, wurden die theoretischen Massen
der tryptischen Peptide errechnet und mit den Massen aus den MALDIMS Spektren
verglichen. Dabei ergaben sich acht Peptidmassen, die nur im CYP2A6, nicht aber
im CYP2A7 vorkommen, womit dese Proteinbande eindeutig als CYP2A6
identifiziert werden konnte (Tab. 2-2). Umgekehrt konnte kein Massenbruchstick
gefunden werden, welches nur dem CYP2A7 und nicht dem CYP2A6 zuzuordnen
war. Mit einem Molekulargewicht von 45830 Da konnte weiterhin dasVorhandensein
der Arylacetamid-Deacetylase in der 2A6-haltigen Fraktion bestimmt werden. Die
dritte Bande mit einem Molekulargewicht >53000 Da enthielt ein weiteres P450-
Isoenzym, die S-Mephenytoin 4-Hydroxylase (CYP2C19), sowie das humane
Polypeptid B7 der UDP Glycosyl-Transferase 2 Familie.

Tab. 2-2. Peptidmassen der gereinigten 2A6-haltigen Fraktion, die nur im CYP2A6

vorkommen.
807.4473 1421.8059
899.4530 1552.7963
1023.5023 2408.1780
1356.7952 2478.2782
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2.3.1.3.3. Cumarin-7-Hydroxylierung

Das aus humanen Lebermikrosomen gewonnene CYP2A6 besald nach der ersten
erfolgreich durchgefihrten Reinigung eine Cumarin7-Hydroxylierungsaktivitat von
3.14 £ 0.17 nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg Protein, nach der letzten eine von 4.93+
0.03 nmol/min/mg. Wahrend der ersten Isolierung wurde die 2A6-Aktivitat nach
jedem einzelnen Reinigungsschritt Gbergeprift. Das Ergebnis dieser Umsetzung ist
in Abbildung 2-11 dargestellt.

nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg Protein

HLM Octylsepharose Hydroxylapatit DEAE-Cellulose

4
Abb. 2-11.  Cumarin-7-Hydroxylierung wéahrend der 2A6-Reinigung. HLM, humane

Lebermikrosomen.

Die Steigerung der Umsetzungsrate von 1.09 + 0.06 7-Hydroxycumarin/min/mg
Protein durch humane Lebermikrosomen auf 3.14+ 0.17 nmol durch das gereinigte
2A6 ist in der Abbildung deutlich zu erkennen. Allerdigs wurden nach der Octyl
Sepharose- sowie nach der HydroxylapatitSaule nur geringe Hydroxylierungs
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aktivitaten von 0.02 + 0.001 bzw. 0.01+ 0.001 7-Hydroxycumarin/min/mg Protein

gemessen.

2.3.1.3.4. Reduktion von Benzamidoxim

2.3.1.3.4.1. Reduktion von Benzamidoxim durch CYP2A6

Die Reduktion von Benzamidoxim erfolgte durch das gereinigte CYP2A6 jeweils mit
Umsetzungsraten im Bereich von 1.78 + 0.07 bis 6.05 + 0.17 nmol Benz-
amidin/min/mg Protein. Wahrend der ersten Isolierung von CYP2A6 wurde auch die
Benzamidoxim-Reduktase-Aktivitat nach jedem einzelnen Arbeitsschritt mitgetestet.
Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in Abbildung 212 dargestellt.
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Abb. 2-12. Reduktion von Benzamidoxim wéahrend der 2A6-Reinigung. HLM, humane
Lebermikrosomen; HIC, nach Hydrophober Interaktionschromatographie;
Hydroxylapatit, nach Hydroxylapatit-Séule; DEAE, nach DEAE -Cellulose;

BAO-Reduktase, humane gereinigte Benzamidoxim -Reduktase.
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In der abgebildeten Graphik ist deutlich ein stufenweiser Anstieg der Redukionsrate
von Benzamidoxim wahrend der 2A6-Reinigung zu erkennen. Wahrend die humanen
Lebermikrosomen lediglich eine Umsetzungsrate von 0.90 = 0.02 nmol
Benzamidin/min/mg Protein aufwiesen, zeigte die partiell gereinigte Fraktion nach
der Octyl-Sepharose-Saule eine Aktivitat von 1.14 £ 0.06 nmol Benzamidin/min/mg
Protein. Nach Anionenaustauschchromatographie an Hydroxylapatit konnte diese
dann weiter auf 1.70 £ 0.30 nmol Benzamidin/min/mg Protein gesteigert werden. Das
endglltig gereinigte CYP2A6 besal® schiellich eine Aktivitat von 1.99 + 0.17 nmol
Benzamidin/min/mg. Zum Vergleich wurde parallel hierzu eine Inkubation mit der von
Rieckert und Behrens zuvor gereinigten humanen BenzamidoximtReduktase
durchgefiihrt, die eine etwas niedrigere Umsetzungsrate von 1.22+ 0.10 nmol

Benzamidin/min/mg Protein besal}.

2.3.1.3.4.2. Reduktion von Benzamidoxim durch weitere P450-Enzyme

Die rekombinant exprimierten und aufgereinigten P450 Isoenzyme 3A4 und 2C19
sowie die humane UDP-Glucuronyltransferase wurden auf ihre ReduktaseAktivitat
Uberprift. Keines der drei Enzyme war in der Lage, die Modellsubstanz
Benzamidoxim im rekonstituierten System mit Cytochrom Iy und der bs-Reduktase

zu reduzieren.

2.3.1.3.5. Reduktion von Guanoxabenz

Das aus humanen Lebermikrosomen gereinigte CYP2A6 ist ebenfalls zur
N-Reduktion von Guanoxabenz befahigt. Hierbei zeigte sich eine Aktivitat von 4.44+
0.35 nmol Guanabenz/min/mg Protein im rekonstituierten System mit CYP2AG6,
Cytochrom bs und Cytochrom bs-Reduktase. Im Vergleich dazu besallen humane

Lebermikrosomen eine Umsetzungsrate von 2.67 + 0.47 Guanabenz/min/mg Protein.
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2.3.1.3.6. Reduktion von RO 48-3656

Auch die Reduktion des Prodrugs RO 483656 wurde von dem aus humanen
Lebermikrosomen gereinigten CYP2A6 im rekonstituierten System mit Umsetzungs
raten von 0.56 = 0.20 nmol RO 44-3888/min/mg Protein katalysiert.

2.3.1.3.7. Aktivitaten von Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs Reduktase

aus Schweineleber bzw. humaner Leber

Um zu Uberprifen, ob die humane BenzamidoximReduktase, die von Rieckert
[1999] und Behrens [1999] nach der Vorschrift von Mdller [1997] gereinigt wurde, zur
Entfaltung ihrer vollstandigen Reduktaseaktivitat auf die humanen Bestandteile des
rekonstituierten Systems Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs Reduktase
angewiesen ist, wurden diese schrittweise durch sdche aus Schweineleber
mikrosomen isolierte ersetzt. Eine Ubersicht der Umsetzung von Benzamidoxim
durch das rekonstituierten System mit menschlichen und porcinen Komponenten gibt
die Abbildung 2-13.
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Abb. 2-13.  N-Reduktion von Benzamidoxim durch die humane Benzamidoxim-
Reduktase im rekonstituierten System mit menschlichen und porcinen
Komponenten. a, mit humaner bs-Reduktase und humanem Cytochrom b5 ;
b, mit porciner bs-Reduktase und humanem Cytochrom b s ; ¢, Cytochrom bs

und bs-Reduktase aus Schweinelebermikrosomen.

Das rekonstituierte System, in dem ausschlieBlich humane Enzymkomponenten
enthalten waren, zeigte eine BenzamidoximReduktase-Aktivitat von 0.58 +
0.24 nmol Benzamidin/min/mg Protein. Wurde nur die humane NADH-Cytochrom bs
Reduktase gegen die aus Schweinelebermikrosomen gewonnene ausgetauscht, so
lie® sich die Umsetzungsrate auf 1.98 £ 0.04 nmol Benzamidin/min/mg Protein
steigern. Wurden beide humanen Komponenten durch solche aus dem Schwein
ersetzt, so ergab sich eine Aktivitat von 2.02+ 0.09 nmol/min/mg. Es konnte gezeigt
werden, dal} der Austausch von humanem Cytochrom by und humaner bs-Reduktase
gegen solche aus Schweinelebermikrosomen gereinigte moglich ist. Aufgrund der
hoheren Verflugbarkeit erfolgte die Durchfihrung samtlicher Reduktionsreaktionen
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mit humanem CYP2A6 in Anwesenheit der b-Reduktase und des Cytochrom bs aus

dem Schwein.

2.3.1.3.8. Studien mit einem Antikorper gegen CYP2A6

Ein reaktionsspezifischer, monoklonaler Antikorper gegen CYP2A6 der FRrma
Gentest wurde einem Inkubationsansatz mit humanen Lebermikrosomen und
Benzamidoxim in steigender Konzentration zugesetzt. Es wurde Uberprift, ob die
Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin durch die Gegenwart des Antikorpers
gehemmt wird. Das Ergebnis dieser Antikdrperstudie ist in Abbildung 214
dargestelit.
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Abb. 2-14.  EinfluB eines reaktionsspezifischen Antikérpers auf die Reduktion von

Benzamidoxim in humanen Lebermikrosomen.
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Die Reduktion in Abwesenheit des Antikorpers erfolgte mit Umsetzungsraten von
095 + 0.05 nmol Benzamidin/min/mg Protein. Ein Zusatz von 3 i
Antikdrperpraparation vermochte die Aktivitat zwar signifikant auf 0.86 + 0.04
nmol/min/mg zu senken (P = 0.03). Eine groflere Menge an Antikorper m
Inkubationsansatz filhrte jedoch wiederum zu einem geringen Anstieg der
Umsetzungsrate auf 0.91 + 0.03 nmol/min/mg mit 6 pl bzw. 0.93 + 0.01 mit 10 pl
Antikorper. Diese Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant von dem Ansatz
ohne Antikorper (P > 0.05).

Der Einfluld von 3 ul Antikérperpraparation auf die Reduktion von Benzamidoxim im
rekonstituierten System mit aus humanen Lebermikrosomen gereinigtem CYP2A6
sollte ebenfalls Uberprift werden. Abbildung 215 gibt die Ergebnisse dieser

Inkubation wieder.
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Abb. 2-15.  EinfluB eines reaktionsspezifischen Antikérpers gegen CYP2A6 auf die
Reduktion von Benzamidoxim durch gereinigtes CYP2A6 aus humanen

Lebermikrosomen im rekonstituierten System.
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Ohne Antikorper besaly das rekonstituierte System mit gereinigtem CYP2A6 eine
Aktivitat von 2.13 + 0.06 nmol Benzamidin/min/mg Protein. Ein Zusatz von 3 l
Antikdrper-Losung fiihrte zu einem starken Absinken der Umsetzungsrate auf 0.93+
0.54 nmol/min/mg. Die Reduktionsraten in An- und Abwesenheit des Antikorpers
erwiesen sich trotz grofler Standardabweichung als signifikant im student’s itest
(P =0.005).

Die groBe Standardabweichung veranlafte schlieBlich zum Uberprifen des
Antikorpers, der eine reaktionsspezifische Hemmung der Cumnarin-7-Hydroxylierung
bewirken sollte. Zu diesem Zweck wurde die Oxidation von Cumarin durch
rekombinantes CYP2A6 mit 5 pl der Antikérperpraparation durchgefihrt. Als
Kontrolle diente ein Ansatz ohne Antikorper. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in
Abbildung 2-16 dargestellt.
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Abb. 2-16.  Uberpriifung des reaktionspezifischen Antikérpers gegen 2A6 durch
Umsetzung von Cumarin im rekonstituierten System mit rekombinantem

CYP2A6.
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Die Cumarin-7-Hydroxylierungsaktivitat des in Lymphoblasten exprimierten CYP2A6
betrug in Abwesenheit des Antikorpers 0.25+ 0.01 nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg
Protein. Durch Zusatz von 5 pl AntikbrperL6sung zum Inkubationsansatz konnte die
Umsetzungsrate auf 0.093 + 0.54 nmol/min/mg gesenkt werden. Der Unterschied
erwies sich ebenfalls als signifikant im student’s ttest (P = 0.002). Zudem konnte bei
der Inkubation mit dem reaktionsspezifischen Antikdrper eine &ahnlich grofRe
Standardabweichung wie bei der Reduktion von Benzamidoxim durch gereingtes

CYP2A6 gemessen werden.

2.3.1.3.9. Hemmung der Cumarin-7-Hydroxylierung durch Benzamidoxim

Der EinfluBR von Benzamidoxim auf die 7-Hydroxylierung des Cumarins sollte
untersucht werden. Hierfir wurden einer Inkubation mit Cumarin und humanen
Lebermikrosomen steigende Mengen an Benzamidoxim zugesetzt. Das Ergebnis
dieser Untersuchung ist in Abbildung 217 dargestellt.
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Abb. 2-17.  EinfluB von Benzamidoxim auf die 7-Hydroxylierung des Cumarins durch

humane Lebermikrosomen.

Die Kontrollinkubation ohne Zusatz von Benzamidoxim ergab eine Umsetzungsrate
von 2.00+£ 0.05 nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg Protein fur humane
Lebermikrosomen. Die Anwesenheit von 50 uM bis 1 mM Benzamidoxim wahrend
der Cumarin-7-Hydroxylierung fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung (student’s
t-test, Signifikanzniveau = 95 %). Eine 5 mM BenzamidoximKonzentration bewirkte
eine signifikante Verminderung der Aktivitat auf 1.77 £ 0.11 nmol 7-Hydroxy-

cumarin/min/mg Protein (P = 0.01).

Der Einflull von 5 mM Benzamidoxim auf die Cumarin-7-Hydroxylierung durch
gereinigtes oder in Lymphoblasten exprimiertes CYP2A6 ist in Abbildung 218
dargestellt.
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Abb. 2-18.  EinfluB von Benzamidoxim auf die 7-Hydroxylierung des Cumarins durch

a, gereinigtes CYP2A6 und b, rekombinant exprimiertes CYP2A6.

Eine Menge von 5 mM Benzamidoxim hatte keine signifikante Auswirkung auf die
Umsetzung von Cumarin durch das aus humanen Lebermikrosomen gewonnene
CYP2A6 (P > 0.05). Die Aktivitat betrug ohne Zusatz 0.53 + 0.01 nmol 7-Hydroxy-
cumarin/min/mg Protein, wahrend der Inkubationsansatz mit Benzamidoxim eine
Umsetzungsrate von 0.64 + 0.13 nmol/min/mg aufwies. Das rekombinant exprimierte
CYP2A6 zeigte durch die Anwesenheit von 5mM eines zweiten Substrates eine
nicht signifikante Hemmung der Aktivitat von 0.56+0.01 auf 0.53+0.01 nmol

7-Hydroxycumarin/min/mg Protein.
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2.3.1.3.10. Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch Cumarin

Um den Einflul von Cumarin als zweites zusatzliches Substrat auf de Reduktion von
Benzamidoxim zu prifen, wurden Umsetzungen mit Benzamidoxim in humanen
Lebermikrosomen in Abhangigkeit von der zugesetzten Cumarinkonzentration
durchgefuhrt. Ein Vergleich der Aktivitaten der einzelnen Inkubationsansatze ist in
Abbildung 2-19 dargestellt.

1,5 -
£
2
o
T
= 1,0 T .
E J T T
N g | :
&
N
g 05 -
-
(o)
£
0,0

ohne 2uM - 20uyM 200 pM 1 mM 1,5mM 2mM
Zusatz Cumarin

Abb. 2-19. EinfluB von Cumarin auf die Reduktion von Benzamidoxim mit humanen

Lebermikrosomen.

Zur Uberprifung der Unterschiede der einzelnen Inkubationsansatze diente der
student’s t-test (Signifikanzniveau 95 %). Es ist jedoch kein signifikanter Einfluf} von
Cumarin auf die Reduktase-Aktivitat der humanen Lebermikrosomen zu erkennen

(alle Konzentrationen P > 0.05). Die Kontrollinkubation ohne Cumarin ergab eine
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Umsetzungsrate von 0.90 + 0.14 nmol Benzamidin/min/mg Protein, wahrend der

Zusatz von Cumarin zu den in Tabelle 23 beschriebenen Aktivitaten fuhrte.

Tab. 2-3. Reduktion von Benzamidoxim durch humane Lebermikrosomen unter Zusatz

von steigenden Konzentrationen an Cumarin im Inkubationsansatz.

Zusatz Cumarin [uM] Umsetzungsrate
[Benzamidin/min/mg Protein]

0 0.90 £ 0.14 nmol
2 0.83 + 0.02 nmol
20 0.85 + 0.06 nmol
200 0.99+0.14 nmol
1000 0.78 £ 0.09 nmol
1500 0.94 + 0.04 nmol
2000 0.90 + 0.06 nmol

Gleichzeitig wurde der Einfluld von Cumarin auf die Reduktion von Benzamidoxim im
rekonstituierten System mit gereinigtem CYP2A6 gepruft. Ein Vergleich der
Reduktase-Aktivitaten mit und ohne 1.5 mM Cumarin im Inkubationsansatz ist in
Abbildung 2-20 dargestellit.
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Abb. 2-20. EinfluB von Cumarin auf die Reduktion von Benzamidoxim durch das

aus humanen Lebermikrosomen gewonnene CYP2AG6.

Auch fir das rekonstituierte System liel3 sich keine signifikante Veranderung der
Umsetzungsraten im student’s ttest erkennen (Signifikanzniveau von 95 %). Die
Reduktion von Benzamidoxim durch das gereinigte CYP2A6 in Ar und Abwesenheit
von Cumarin erfolgte jeweils mit einer Aktivitat von 0.85 £ 0.03 nmol

Benzamidin/min/mg Protein.
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2.3.2. Isolierung von rekombinant exprimiertem CYP2A6 aus

Hefezellen

2.3.21. Gewinnung des rekombinanten CYP2A6 aus Hefezellen

Zum ersten Mal gelang die Isolierung von rekombinant exprimiertem CYP2A6 aus
Hefezellen. Die Methode von Soucek et al. [1999], der die Reinigung dieses

Isoenzyms aus E.coli beschrieben hat, wurde hierauf Gbertragen.

Eine Ubersicht der Reinigung aus Hefezellen zeigt Abbildung 221.

CYP2AG6 in Hefezellen

’

Solubilisation

’

Anionenaustauschchromatographie
an DE52-DEAE Cellulose

’

CM-Sepharose (fast flow)

Abb. 2-21. Reinigungsschema der Isolierung von rekombinantem CYP2A6 aus

Hefezellen.

Es standen 100 nmol P450 zur Isolierung von CYP2A6 aus Hefezellen zur
Verfigung. Dabei wiesen die Hefezellen einen sehr hohen Proteingehalt von
53.86 mg/ml auf bei einem geringen spezifischen P450-Gehalt von 0.03 nmol/mg
Protein. Aufgrund der grof3en Diskreparz dieser beiden Werte, konnte die
Verdinnung mit Solubilisierungspuffer nicht wie bei Soucek auf den Proteingehalt

eingestellt werden, sondern wurde auf die Menge an Cytochrom P450 bezogen.
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Nach Zentrifugation des Solubilisats bei 100000 g wurde keine kare, sondern eine
tribe Enzympraparation auf die DEAE-Cellulose-Saule aufgetragen. Das CYP2A6
befand sich neben anderen Zellbestandteilen nach DEAECellulose im Durchlauf
wieder. Durch das Séaulenmaterial konnte zwar ein Teil der Zellbestandteile
abgetrennt werden, dennoch zeigte die 2A6-enthaltende Fraktion (Durchlauf) eine
deutliche Tribung. Nach Auftrag dieses Durchlaufs auf die CMSepharose-Saule
wurde ein grol3er Teil des CYP2A6 jedoch vom Saulenmaterial gebunden, wahrend
Ubrige Zellfragmente und andere Enzyme sich wiederum im Durchlauf befanden. Es
wurde eine himbeerrot gefarbte Bande auf der Saule beobachtet, die mit 200 mM
Phosphatpuffer pH 7.4 eluiert wurde (Eluat Il), wahrend bei Soucek [1999] das
CYP2AG6 als braune Bande auf der CM-Sepharose beschrieben wurde. Zusatzlich
konnte bereits durch Spilen mit 80 mM Phosphatpuffer pH 7.4 eine orangefarbene
Fraktion (Eluat I) gewonnen werden. Beide Enzympraparationen wurden getrennt

einkonzentriert und auf 2A6-Aktivitat gepruft, die in beiden detektiert werdenkonnte.

Eluat | wurde mit einem Proteingehalt von 2.4mg/ml und einem spezifischen P450-
Gehalt von 0.20 nmol P450/mg Protein gereinigt. Eluat Il besal} einen Proteingehalt
von 3.5 mg/ml bei einem P450-Gehalt von 0.29 nmol/mg. Mit beiden Eluaten wurden

die sich anschlieffenden Untersuchungen getrennt durchgefihrt.

2.3.2.2. Analytische Methoden zur Charakterisierung des rekombinant

exprimierten CYP2A6 aus Hefezellen

2.3.2.2.1. Uberpriifung der Identitit und Reinheit mittels SDS-Page und
Western-Blot

Eluat | und Eluat Il wurden nach Entfernen des Detergenz mittels SDS
Gelelktrophorese auf Reinheit untersucht. Im SDSGel war deutlich die CYP2A6-
Bande bei etwa 53000 Da zu erkennen. Zusatzlich zeigten sich einige wenige sehr
schwache Proteinbanden sowie eine Doppelbande bei einemMolekulargewicht von
knapp > 30000 Da. Die aus Hefezellen gewonnene 2A6Fraktion besal® demnach

keine vollstandige Reinheit, erwies sich aber im Vergleich zu den Hefezellen als stark
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aufgereinigt. Die Isolierung von CYP2A6 konnte weiterhin durch Reaktion mi einem
monoklonalen Antikorper gegen CYP2A6 im WesternBlot bestatigt werden.

2.3.2.2.2. Cumarin-7-Hydroxylierung

Die Hefezellen zeigten eine Cumarin7-Hydroxylierungsaktivitat von 2.97 + 0.49 nmol
7-Hydroxycumarin/min/mg Protein. Eluat | der CMSepharose hydroxylierte das
Cumarin mit einer Umsetzungsrate von 0.15+ 0.01 nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg
Protein, Eluat Il mit 0.13 + 0.00 nmol/min/mg.

Durch Zusatz von Cytochrom bs zum Inkubationsansatz konnte die 2A6-Aktivitat des
Eluat | auf 0.25 nmol 7-Hydroxycumarin/min/mg gesteigert werden.

Ein Einfrieren der Enzympraparationen bei —20 °C Uber Nacht bewirkte keine
Verminderung der Aktivitat, so wie bei aus humanen Lebermikrosomen gereinigtem
CYP2A6 beobachtet wurde (siehe 2.3.1.2.3.).

2.3.2.2.3. Reduktion von Benzamidoxim

Die Hefezellen, in denen das Isoenzym CYP2A6 exprimiert wurde, waren nicht zur
Reduktion von Benzamidoxim befahigt. Auch fir das gereinigte, rekombinante
CYP2A6 konnte keine Reduktase-Aktivitat nachgewiesen werden, weder mit Eluat |
noch mit Eluat Il der Reinigung aus Hefezellen. Kontrollinkubationen mit humanen
Lebermikrosomen sowie mit dem rekonstituierten System aus dem Schwein, die
gleichzeitig hiermit durchgefihrt wurden und die Funktionsfahigkeit des Systems
unter den gegebenen Bedingungen uberprifen sollten, zeigten dagegen eindeutig

die Reduktion von Benzamidoxim.
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2.3.2.24. Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch Bestandteile

des Expressionssystems

2.3.2.241. Hemmung der Reduktion in humanen Lebermikrosomen durch

aus Hefezellen isolierte 2A6-Fraktionen

Es wurde eine Studie durchgefiihrt, die klaren sollte, ob Bestandteile in den isolierten
2A6-haltigen Fraktionen vorhanden waren, welche die Reduktion von Benzamidoxim
zu hemmen vermogen. Hierzu wurden Umsetzungen von Benzamidoxim in humanen
Lebermikrosomen durchgefuhrt, denen steigende Mengen an Eluat | und Eluat Il der
2A6-Reinigung aus Hefezellen (2.3.2.1.) zugeflgt wurden. Der Einflul® dieser
Fraktionen auf die Reduktion ist in Abbildung 222 dargestellt.

Aus der Abbildung geht eindeutig hervor, dal} eine seigende Menge an Eluat | im
Inkubationsansatz eine stetige Verminderung der ReduktaseAktivitat in humanen
Lebermikrosomen zur Folge hatte. Die Reduktion in humanen Lebermikrosomen
zeigte ohne Zusatz von Eluat | eine Umsetzungsrate von 1.60 + 0.02 nmol
Benzamidin/min/mg Protein. Ein Beimischen von 1 ug der 2A6haltigen Fraktion aus
Hefe bewirkte ein nicht signifikantes Absinken der Rate auf 1.55+ 0.06 nmol/min/mg
(P > 0.05). Die Zugabe von groReren Mengen an Eluat | bewirkte jedoch eine
signifikante Verminderung der Aktivitat von 1.06 + 0.05 nmol/min/mg durch 5 ug bis
zu 0.30 = 0.01 nmol/min/mg durch 150 ug an gereinigter Hefefraktion (P < 0.0001 ).

Um eine Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch das in der isolierten
2A6-haltigen Enzympraparation enthaltene Na-Cholat auszuschliel3en, wurde ein
Ansatz mit einem 0.1 %-igen Zusatz an Na-Cholat mitinkubiert. Dieser zeigte keinen
signifikanten Unterschied zu der Kontrollinkubation ohne Zusatze (P > 0.05) mit einer

Umsetzungsrate von 1.54 + 0.05 nmol Benzamidin/min/mg Protein.
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Abb. 2-22. Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim in humanen
Lebermikrosomen durch das bei der Isolierung von 2A6 aus Hefe

gewonnene Eluat I.

Die gleiche Studie, wie hier beschrieben, wurde mit Eluat Il der 2A6Reinigung aus
Hefezellen durchgefiihrt. Da auch hier eine Hemmung der Reduktion von
Benzamidoxim durch steigende Mengen an Eluat Il zu erkennen war, wurde auf ein

Darstellen der Ergebnisse an dieser Stelle verzichtet.
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2.3.2.24.2. Hemmung der Reduktion in humanen Lebermikrosomen durch

Hefezellen

Es wurde eine Hemmstudie ahnlich, wie unter 2.3.2.5.1. beschrieben, durchgefihrt,
in der die Reduktionsrate von Benzamidoxim in humanen Lebermikrosomen unter
Zusatz steigender Mengen an Hefezellen bestimmt wurde. Abbildung 223 zeigt das

Ergebnis dieser Untersuchung.
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Abb. 2-23. EinfluB von Hefezellen auf die Reduktion von Benzamidoxim in humanen

Lebermikrosomen.

Auch hier zeigten die Kontrollansatze ohne Zusatz von Hefezellen die grofRte
Umsetzungsrate von 1.14 + 0.04 nmol Benzamidin/min/mg Protein. Durch Zusatz von
5 ug Hefe wurde bei einer Aktivitat von 1.14 + 0.08 nmol/min/mg noch keine

Hemmung der Reduktion erzielt, wahrend durch eine Menge von 10 ug Hefe die
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Umsetzungsrate signifikant auf 0.99 + 0.33 nmol/min/mg abgesenkt wurde (P =
0.0015). 100 pg Hefezellen im Ansatz verminderten die Reduktaseaktivitat der
Lebermikrosomen auf 0.79 + 0.05 nmol Benzamidin/min/mg Protein. Auch wenn kein
streng linearer Zusammenhang zwischen steigenden Mengen an Hefezellen und
sinkenden Umsetzungsraten besteht, wie unter 2.3.2.5.1. mit Eluat | zu erkennen
war, war eine deutliche Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim in humanen

Lebermikrosomen durch den Zusatz von Hefe zu verzeichnen.

2.3.2.2.5. 25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin D3

Das aus Hefezellen gereinigte rekombinante CYP2A6 war nicht in der Lage, das

korpereigene Substrat 1a-Hydroxyvitamin D in 25-Position zu hydroxylieren.
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2.4. Diskussion

Anhand der 2A6-Markeraktivitat gelang mehrfach die Isolierung des CYP2A6 aus
humanen Lebermikrosomen nach bekannter Vorschrift [Yun et al., 1991]. Das
Verfahren nach Yun et al. [1991] wurde dabei jedoch leicht modifiziert, wodurch sich
einige Anderungen fir die Reinigung ergaben. Zum einen wurde Octylsepharose
CL 4B anstelle von N-Octylamino-Sepharose 4B als Saulenmaterial fur die
Hydrophobe Interaktionschromatographie verwendet, zum anderen wurde das
Detergenz Emulgen® 911 aufgrund mangelnder Verfiigbarkeit gegen Thesif® und
Triton® X-100 ausgetauscht. Nach der Hydrophoben Interaktionschromatographie
werden die 2A6-aktiven Fraktionen, wie auch die humane BenzamidoximReduktase
[Rieckert, 1999; Behrens, 1999], immer zusammen mit der NADHCytochrom bs
Reduktase in dem Puffer mit der hdchsten Detergenzkonzentration eluiert. Die
Hydrophobe Interaktionschromatographie dient einer ersten Vortrennung aller
enthaltenen Proteine. Ein ahnliches Verhalten von CYP2A6 und Benzamidoxim
Reduktase wahrend dieses Reinigungsschrittes &Rt auf Ahnlichkeiten beider
Enzyme schliel3en.

Die isolierte CYP2A6 Endfraktion besal? eine mit der Literatur vergleichbare
Cumarin-7-Hydroxylierungs-Aktivitat (Abb. 2-24) [Yun et al., 1991]. Yun et al. konnten
jedoch keine Steigerung der Umsetzungsraten durch das gereinigte CYP2A6 im
Vergleich zu humanen Lebemikrosomen erzielen. Im Gegensatz dazu zeigte das in
der vorliegenden Arbeit gereinigte CYP2A6 eine etwa dreimal hohere
7-Hydroxylierungsaktivitat als die humanen Lebermikrosomen. Die wahrend der
Reinigung mitgetestete Umsetzung von Cumarin durch die isolerten
Zwischenfraktionen nach der Hydroxylapatit sowie nach der DEAE-Cellulose-Saule
waren aulerst gering. Bei diesen Fraktionen wurde das Detergenz, welches die
Enzymaktivitat hemmt, nur soweit entfernt, dald sich eine 2AGAktivitat gerade
nachweisen lie}, da die Detergenzentfernung in der Regel hohe Proteinverluste zur
Folge hat. Daher lassen sich die niedrigen Aktivitaten dieser Fraktionen durch das

noch vorhandene Detergenz erklaren.

Die Reduktion von Benzamidoxim konnte fur alle 2A6-aktiven Fraktionen nach jedem

Isolierungsschritt der Reinigung nachgewiesen werden (Abb. 224). Dabei war
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deutlich eine Steigerung der Reduktionsrate wahrend der Reinigung zu erkennen.
Das gereinigte CYP2A6 besal} eine etwa zweifach hohere ReduktaseAktivitat als

die humanen Lebermikrosomen.

a) CYP2A6
N P450-Reduktase
Ab
0O 0 Oxidation HO 0 ')
Cumarin 7-Hydroxycumarin
b) CYP2A6

Cytochrom by
bs-Reduktase

N—OH
% NADH //NH
C\ > C\
NH Reduktion

Benzamidoxim Benzamidin

Abb. 2-24. Umsetzungen der 2A6-haltigen Fraktionen: a) Cumarin-7-Hydroxylierung,

b) Reduktion von Benzamidoxim.

Die Reduktion von Benzamidoxim zu Benzamidin erfolgte jedoch mit etwa
hundertfach geringeren Umsetzungsraten im Vergleich zu der Benzamidoxim
Reduktase aus dem Schwein [Lomb, 1995; Mdller, 1997]. Die Aktivitat der humanen
Benzamidoxim-Reduktase lag ebenfalls um den Faktor zehn hoher als die des
CYP2AG6 [Behrens, 1999; Rieckert, 1999]. Die Reduktase-Aktivitat der von Behrens
und Rieckert gereinigten BenzamidoximReduktase wurde jedoch nochmals unter
den gleichen Bedingungen Uberpruft wie die des isolierten CYP2A6. Dabei zeigte die
humane Benzamidoxim-Reduktase sogar etwas geringere Umsetzungsraten flr
Benzamidoxim als die CYP2AG6-haltige Fraktion. Die Aktivitaten beider humanen
Enzyme lagen dabei jedoch im gleichen GroéRenordnungsbereich. Eine mdgliche
Erklarung der unterschiedlichen Umsetzungsraten im Schwein und im Menschen
konnte die geringere Potenz des humanen CYP2A6 im Vergleich zum CYP2D des
Schweins sein. Andererseits kdnnten auch die verwendeten Ausgangsbedingungen

fur das humane rekonstituierte Enzymsystem nicht optimal gewesen sein. Diese sind
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bisher nur fir das rekonstituierte System des Schwens Uberpruft worden [Moller,
1997]. Fur das humane System sind eventuell jedoch andere Konzentrationen der
beteiligten Komponenten wie z.B. mehr b;-Reduktase erforderlich. Dieses miifdte im
Rahmen weiterer Arbeiten Uberprift werden.

Eine andere Ursache fir die geringere Enzymaktivitdt des gereinigten CYP2A6
konnte in der schlechten Qualitat der Leberproben liegen, die als Ausgangsmaterial
fur die CYP2AG6-Isolierung dienten. Das Lebergewebe stammte ausschliel3lich von
Patienten mit primaren oder sekundaren Lebatumoren und wurde darliber hinaus in
vielen Fallen mit Cytostatika behandelt, wodurch die Leber wahrscheinlich
betrachtlich geschadigt war.

Dennoch IaRt sich die Reduktion von Benzamidoxim zum Benzamidin durch die 2A6

haltigen Enzymfraktionen nachweisen.

Die Isolierung des CYP2A6 konnte im Western-Blot mit Hilfe eines Antikdrpers gegen
CYP2A6 bestatigt werden. Dabei zeigte sich durch die zunehmende Intensitat der
Antikorper-Reaktion mit den einzelnen Fraktionen der CYP2AG6-Reinigung eine
Aufkonzentrierung dieses Isoenzyms wahrend der Reinigung.

Die SDS-Gelelektrophorese zeigte hingegen, dal} in der gereinigten Endfraktion noch
weitere Proteinbanden enthalten waren. Es waren jedoch weder NADHCytochrom
bs Reduktase oder Cytochrom bs noch die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase, bei
denen es sich um essentielle Bestandteile des reduktiven sowie des oxidativen
rekonstituierten Systems handelt, in der gereinigten CYP2AGFraktion enthalten.

Demnach war die Durchfihrung von Rekonstituierungsexperimenten maoglich.

Durch die Aminosaure-Sequenz-Analyse der gereinigten 2A6-aktiven Fraktion mittels
MALDI-MS konnte wiederum die Isolierung des CYP2A6 bestatigt werden. Die
zusatzliche Anwesenheit von CYP2A7 in der gereinigten Fraktion konnte dabei mit
hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, da in der Enzympraparation keine
fur CYP2A7 typischen Massenfragmente nachgewiesen werden konnten. Es wurden
hingegen acht Massenbruchstliicke detektiert, die ausschlieBlich dem CYP2A6
zugeordnet werden konnen.

Die mitisolierten Proteinverunreinigungen konnten ebenfalls identifiziert werden.
Hierbei handelt es sich um die UDP-Glucuronyl-Transferase sowie das CYP2C19.

Beide Enzyme sind kauflich zu erwerben, zeigten jedoch im Zusammenspiel mit
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Cytochrom bs und der bs-Reduktase keine Benzamidoxim-Reduktase-Aktivitat,
wodurch sie somit als fiur die Reduktion verantwortliche Enzyme ausgeschlossen
werden konnten. Lediglich die ArylacetamidDeacetylase, die ebenfalls in der 2A6-
haltigen Fraktion enthalten war, war nicht kauflich zu erwerben, woduch die Rolle
dieses Enzyms fir die Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen nicht endguiltig
geklart werden konnte. Die Arylacetamid-Deacetylase wird Uberwiegend in der Leber
exprimiert und wurde als Esterase klassifiziert. Dieses Enzym ist in erster Liniean
der Hydrolyse von Arylacetamiden zu Arylaminen beteiligt [Probstet al., 1994]. Da
eine Esterase und damit eher Hydrolase nicht an Redoxprozessen beteiligt sein
kann, kann dieses Enzym mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit als

Reduktase jedoch ausgeschlossen werden.

Die Moglichkeit besteht, daly neben dem identifizierten Enzymsystem aus humanen
Lebermikrosomen, bestehend aus Cytochrom by, der bs-Reduktase und CYP2AG,
noch weitere mikrosomale Enzymsysteme zur Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen befahigt sind. Rekombinantes, gereinigtes CYP3A4 (Panvera) zeigte
in Gegenwart von Cytochrom bs und der bs-Reduktase die Reduktion von
Benzamidoxim zu Benzamidin jedoch nicht. Dies ist fir den Metabolismus von
Amidoximen als Arzneistoffe von immenser Bedeutung, da CYP3A4 etwa ein Drittel
aller P450-Enzyme der Leber ausmacht und daher einen grofen Anteil am
Fremdstoffmetabolismus besitzt [Ortiz de Montellano, 1995]. Wirde die Aktivierung
von Amidoximen als prodrugs von Amidinen durch CYP3A4 katalysiert wverden, so

konnten sich zahlreiche Interaktionen mit anderen Arzneistoffen hieraus ergeben.

Nicht nur die Reduktion der Modellsubstanz Benzamidoxim konnte durch das aus
humanen Lebermikrosomen isolierte CYP2A6 gezeigt werden, sondern auch die
Reduktion weiterer N-hydroxylierter Verbindungen. Hierdurch zeigten sich weitere
Parallelen zu dem reduktiven Enzymsystem aus Schweinelebermikrosomen.
Beispielsweise war das gereinigte CYP2A6 im Zusammenspiel mit Cytochrom 3 und
der bs-Reduktase in der Lage, das N-Hydroxyamidinohydrazon Guanoxabenz zu
reduzieren (Abb. 2-25). Die Reduktion von Guanoxabenz wurde bereits fir das
rekonstituierte System des Schweins beschrieben [Lomb, 1995].

Ebenso konnte die Aktivierung des prodrugs RO 483656, ein Glycoprotein IIb/llla-
Rezeptor-Antagonist der Firma Hoffmann La Roche, mit einer AmidoximStruktur
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durch das gereinigte CYP2A6 im Zusammenspiel mit Cytochrom Ik und
bs-Reduktase zum Amidin gezeigt werden (Abb. 225). Erst diese Reduktion zum
Amidin fahrt zur Aktivierung des Armeistoffs. Die in vivo-Eignung von Sibrafiban als
prodrug konnte bereits gezeigt werden [Wittke et al., 1999].

NH
o C/,N 1% cypaas b
3 A Cytochrom by H _ N-C,
cl C=N NH, bs-Reduktase Cl C=N NH,
Lo i
Cl > Cl
Guanoxabenz Guanabenz
CYP2A6
Cytochrom by
HO\N no b.-Reduktase NH w1
e MO\ NADH , M\)LO\
NH 0" > cooH NH 0" >cooH
0 0
RO 48-3656 RO 44-3888

Abb. 2-25. Reduktionen weiterer N-hydroxylierter Verbindungen durch die
gereinigte CYP2A6-Praparation.

Fur die Reduktion von Benzamidoximen konnte gezeigt werden, da® humanes
Cytochrom bs und die humane bs-Reduktase als Bestandteile des reduktiven
Enzymsystems durch aus Schweinelebermikrosomen isolierte Komponenten
austauschbar sind. Aufgrund ihrer besseren Verfugbarleit konnten diese daher fur
die Durchflihrung von Studien im rekonstituierten Enzymsystem verwendet werden.

Da der Gehalt an NADH-Cytochrom bs Reduktase in humanen Lebermikrosomen im
Vergleich mit Schweinelebermikrosomen eher gering ist und wenig humane Lder
zur Verfugung stand, erfolgte die Reinigung der humanen hk-Reduktase unter

erschwerten und weniger effizienten Bedingungen.
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Hemmstudien mit einem reaktionsspezifischen Antikorper gegen CYP2AG6 sollten den
Hinweis, dald das humane P450 Isoenzym 2A6 an der Reduktion von Benzamidoxim
beteiligt ist, untermauern. Hierfir wurde ein reaktionsspezifischer Antikdrper gegen
CYP2A6 verwendet, der die 7-Hydroxylierung des Cumarins zu unterbinden vermag.
Die Reduktion von Benzamidoxim in humanen Lebermikrosomen wurd durch
diesen Antikorper nicht gehemmt. Hingegen konnte die Umsetzung von
Benzamidoxim zu Benzamidin im rekonstituierten Enzymsystem mit CYP2A6 trotz
einer hohen Standardabweichung signifikant vermindert werden. Diese hohe
Standardabweichung zeigte sich pdoch auch fur die Kontrollinkubation, bei der die
Inhibition der Cumarin-7-Hydroxylierung durch diesen Antikorper Uberprift wurde.
Somit kann man von einer Hemmung der BenzamidoximReduktion im
rekonstituierten System mit CYP2A6, Cytochrom b; und bs-Reduktase durch den
reaktionsspezifischen Antikorper gegen CYP2A6 ausgehen. Der fehlende Einflul
dieses Antikorpers auf humane Lebermikrosomen ist ein Indiz dafir, dald eventuell

noch weitere zur Reduktion befahigte Enzymsysteme vorhanden sein missen.

Eine Beeinflussung der Reduktion von Benzamidoxim durch CumarinrZusatz war
jedoch nicht erkennbar. Umgekehrt wurde die 7-Hydroxylierung des Cumarins nicht
durch den Zusatz von Benzamidoxim gestort. Die fehlende Substrathemmung von
Cumarin und Benzamidoxim, die beide durch das CYP2A6 umgesetzt werden, lalt
auf zwei unterschiedliche Bindungsstellen dieser Substrate am CYP2A6 schlief3en.
Wahrend das Cumarin wahrscheinlich wie die meisten Substrate an der
hydrophoben Bindungstasche des P450-Enzyms bindet, kdnnte die Bindung des
Amidoxims direkt am Ham des CYP2AG6 erfolgen (s. Kapitel 4).

Ein zusatzlicher Unterschied besteht in den optimalen Inkubationsbedingungen wie
z.B. der Wahl der Elektronenlibertrager fur die oxidativen sowie die reduktiven
Umsetzungen. Die Substrathemmung muifRte in nachfolgenden Arbeiten erneut unter
Zusatz beider Cosubstrate, NADH und NADPH, sowie unter Zusatz sowohl von
Cytochrom bs und der bs-Reduktase als auch der NADPH-Cytochrom P450
Reduktase udberprift werden. Unter diesen Bedingungen ergab sich fir das
rekonstituierte Enzymsystem des Schweins eine verminderte Reduktionsrate des
Benzamidoxims durch Dextromethorphan, welches durch das CYP2D aus
Schweineleber oxidiert wird [Moller, 1997].
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Die isolierte Endfraktion der CYP2A6-Reinigung war noch mit drei weiteren Enzymen
verunreinigt, CYP2C19, der UDP-Glucuronyltransferase sowie der Arylacetamid
Deacetylase. Gereinigtes rekombinantes CYP2C19 sowie die humane UDR
Glucuronyltransferase wurden im rekonstituierten System mit Cytochrom I3 und der
bs-Reduktase auf die Reduktion von Benzamidoxim uUberpriift, zeigten jedoch keine
Reduktase-Aktivitat. Somit konnte die Beteiligung beider Enzyme am humanen
reduktiven Enzymsystem ausgeschlossen werden. Die Reduktion von Benzamidoxim
wird somit innerhalb der gereinigen Fraktion eindeutig dem CYP2A6 zugesprochen.

Die Reinigung einer Enzympraparation aus humanen Lebermikrosomen, die sowohl
die Reduktion von Benzamidoxim als auch die 7-Hydroxylierung von Cumarin
katalysieren konnte, gelang durch zwei unterschiedliche Méhoden: zum einen wurde
die Reduktion als Aktivitatsassay verwendet [Behrens, 1999; Rieckert, 1999], zum
anderen erfolgte die Reinigung gemaR der 2A6-Markeraktivitat. Fir beide Methoden
wurden unterschiedliche Saulenmaterialien verwendet. Trotzdem gelang nit Hilfe
beider Verfahren die Isolierung von zwei Enzympraparationen mit gleichen
Enzymaktivitaten. Hieraus |aRt sich folgern, dall die humane Benzamidoxim
Reduktase [Rieckert, 1999; Behrens, 1999] und das CYP2A6 [Yun et al., 1991]
identisch sind. Durch die Hemmung der Reduktion von Benzamidoxim durch einen
reaktionsspezifischen Antikérper gegen CYP2A6 wird diese Schlul’folgerung

untermauert.

In Lymphoblasten exprimiertes CYP2A6 war im Gegensatz zu aus humaner Leber
gereinigtem CYP2A6 nicht in der Lage, Benzamidoxim zu reduzieren. Um die
Grinde hierfir naher zu untersuchen, wurde gentechnisch hergestelltes CYP2A6
aus dem Expressionssystem Hefezellen gereinigt. AnschlieBend wurde die
Reduktase-Aktivitat des rekombinanten und gereinigten CYP2AG6 Uberpruift.

Die Isolierung von rekombinantem CYP2A6 gelang erstmals aus Hefezellen. Dabei
wurde das Verfahren der Reinigung von rekombinantem CYP2A6 ausE.coli leicht
modifiziert [Soucek et al., 1999]. Obwohl das gereinigte rekombinante CYP2A6 eine
geringere 7-Hydroxylierungsaktivitat von Cumarin besal} als das aus humanen
Lebermikrosomen isolierte Isoenzym, konnte die Markeraktivitat dennoch gezeigt
werden. Hierbei mull auch berlcksichtigt werden, dal} die Hefezellen, die als

Ausgangsmaterial flir die CYP2AG6-Reinigung dienten, einen sehr geringen
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spezifischen P450-Gehalt besallen. Durch den hohen Gehalt an Begleitproteinen
wurde die Isolierung des CYP2AG6 erheblich erschwert.

Gereinigtes rekombinantes CYP2A6 zeigte die Reduktion von Benzamidoxim nicht.
Die Uberpriifung der Reinheit dieser Enzymfraktion mittels SDS-Gelelektrophorese
ergab, dal} noch drei weitere Proteinbanden jedoch in geringer Konzentration in der
CYP2A6-Praparation enthalten waren. Diese kdnnten immer noch einen hemmenden

Einfluld auf die reduktive Enzymaktivitat austiben.

Um die Anwesenheit hemmender Faktoren in der gereinigten CYP2AGPraparation
zu UOberprifen, wurden zu einer Inkubation mit humanen Lebermikrosomen
steigende Mengen dieser Praparation zugefigt. Die Hemmung der Reduktion von
Benzamidoxim konnte konzentrationsabhangig gezeigt werden. Dabei konnte eine zu
hohe Natriumcholat-Konzentration als Ursache dieser Stdérung ausgeschlossen
werden. Die Reduktion von Benzamidoxim durch humane Lebermikrosomen wurde
ebenfalls unter Zusatz von steigenden Mengen an Hegkzellen Uberprift. Auch hier
zeigte sich eine Hemmung der Reduktion, die jedoch weniger ausgepragt verlief als
die durch die gereinigte Enzympraparation.

Daraus lait sich folgern, dal® sowohl in dem Expressionssytem als auch in dem
gereinigten rekombinanten CYP2A6 Bestandteile vorhanden sind, die in der Lage
sind, die Reduktion zu inhibieren. Offenbar besitzen diese Bestandteile nur einen
EinfluR auf die Reduktion, wodurch die dennoch auftretende Cumarin7-
Hydroxylierung zu erklaren ware. Die Reduktion von Benzamidoxim durch
rekombinant exprimiertes CYP2A6 kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden.
Es besteht aber auch die Maglichkeit, dall natives CYP2A6 aus humanen
Lebermikrosomen und rekombinant exprimiertes CYP2A6 eine leicht
unterschiedliche Tertiarstruktur besitzen, welche die Oxidation von Cumarin
ermoglicht, die Reduktion jedoch verhindert.

Eventuell liegen bei dem rekombinanten Enzym im Vergleich zur gereinigten Form
auch einige Austausche in der Aminosauresequenz vor, die sich auf die Reduktion
negativ auswirken. Es ist bekannt, dald schon der Austausch einer Aminosaure die
katalytischen Aktivitaten von CYP2A6 erheblich beeinflussen kann (s. 2.1.1.)
[Oscarson et al., 1999b].

Letzlich ist noch ein anderer Effekt denkbar, der bei zukinftigen Studien geprift

werden sollte. Eventuell sind in den gereinigten Fraktionen noch Aktivatoren der
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Reduktion vorhanden, die in der rekombinanten Praparation naturgemaf nicht

enthalten sind.

Die Rolle des CYP2A6 an physiologischen Prozessen ist bislang unklar. Bisker ist
noch kein physiologisches Substrat fir CYP2A6 beschrieben worden. Da das fir die
Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen verantwortliche Enzymsystem des
Schweins ebenfalls zur Oxidation des physiologischen Substrats *-Hydroxy-
vitamin D3 befahigt ist, sollte auch die 25-Hydroxylierungsaktivitat des CYP2A6
getestet werden. Gereinigtes rekombinant exprimiertes CYP2A6 war jedoch nicht in
der Lage, die Umsetzung des 1a-Hydroxyvitamin D; zu katalysieren (Abb. 2-26).
Hierdurch wurden die Ergebnisse einer Sudie mit zahlreichen rekombinanten P450
Isoenzymen, u.a. auch CYP2A6, bestatigt, in der diese auf die Vitamin 3-25-
Hydroxylierung getestet wurden [Kamachi et al., 2001]. Demnach ist das humane
CYP2A6 mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht am Vitamin Dy-Stoffwechsel beteiligt.

OH

CYP2A6 |

// -
// o |
CH, 25-Hydroxylierung CH,
HO OH HO OH
1o-Hydroxyvitamin D, 10,25-Dihydroxyvitamin Ds

Abb. 2-26.  25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin D; zu 1a,25-Dihydroxy-

vitamin D,
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Zusammenfassend |alt sich festhalten, dall mit CYP2A6 ein Isoenzym identifiziert
worden ist, welches im Zusammenspiel mit Cytochrom by und bs-Reduktase die
Reduktion von Amidoximen katalysiert. Da CYP2A6 polymorph ist (s. 2.1.1.), kbnnte
sich dies gegenteilig auf die Aktivierung von prodrugs auswirken. Klinische Studien
der Phase Ill mit Sibrafiban [Wittke et al., 1999] und Ximelagatran [Eriksson et al.,
1999] zeigen aber eindeutig, dal individuelle Unteaschiede in der Reduktion nicht zu
beobachten sind. Somit missen mehrere Enzyme an der Reduktion beteiligt sein.
Auch die hier vorliegenden Studien ergaben mehrere Hinweise darauf, dal3 noch
weitere mikrosomale Enzyme die Reduktion katalysieren konnen. Hinzi kommt ein
sehr effektives mitochondriales Enzymsystem [Deters und Clement, 2000] und das
Vorkommen von Reduktasen in sehr vielen Organen [Mau und Clement, 2001], die
im Rahmen von anderen Studien zur Zeit charakterisiert werden. Das
Zusammenspiel all dieser Enzyme ist fir die effektive in vivo-Reduktion von

Amidoximen und die nicht vorhandenen individuellen Schwankungen verantwortlich.
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3. STRUKTUR-AKTIVITATS-BEZIEHUNGEN DER REDUKTION VON
BENZAMIDOXIMEN

3.1. Einfuhrung

3.1.1. Quantitative Struktur-Aktivitats-Beziehungen (QSAR)

3.1.1.1. Allgemeine Einfiihrung

Wie bereits unter 1.1. beschrieben, sind Enzyme in der Lage, eine Vielzahl von
Verbindungen zu metabolisieren. Die Geschwindigkeit, mit der ein Enzym ein
solches Substrat umzusetzen vermag, ist unter anderem von der Striktur dieser
Verbindung abhangig. Eine quantitative Beschreibung solcher Abhangigkeiten kann
mit Hilfe von Quantitativen StrukturAktivitats-Beziehungen (QSAR, Quantitative
Structure Activity Relationships) erfolgen. Durch QSARAnalysen kénnen allgemein
biologische Aktivitaten von Proteinen mit den physikochemischen Eigenschaften
ihrer Substrate korreliert werden. Unter Biologischen Aktivitaten kann man neben
Reaktionsgeschwindigkeiten auch Enzymaffinitaten oder inhibitorische Effekte auf
Enzyme bzw. Rezeptoren verstehen. Diese werden vor allem mit physikalischen
Eigenschaften wie der Lipophilie oder elektronischen Effekten funktioneller Gruppen
von Verbindungen in Beziehung gesetzt. Die klassischen KorrelationsMethoden
beriicksichtigen hierbei nur die physikalischen Parameter von Substituenten.
Teilweise werden aber auch die gesamten strukturellen Eigenschaften einer
Verbindung in die Korrelation mit einbezogen [Kubinyi, 1994].

Mittels QSAR-Analyse konnen folglich Aussagen Uber strukturelle Anforderungen
von Substanzen getroffen werden, die fir die Entfaltung optimaler biologischer
Aktivitaten erforderlich sind [Kubinyi, 1994].

QSAR-Analysen besitzen in der Arzneimittelforschung einen hohen Stellenwert,
besonders wichtig sind sie flr das Auffinden neuer Letstrukturen und deren
Optimierung [Kubinyi, 1994]. In der Arzneistoffentwicklung werden zahlreiche
Synthesen sowie Screening-Verfahren durchgefiihrt, um neue Wirkstoffe ausfindig zu
machen oder die Eigenschaften bereits bekannter Substanzen zu verbessern. x
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diese Verfahren oft sehr zeit und kostenintensiv sind, ist man um effektivere
Methoden der Arzneistoffentwicklung bemuiht. Hierfur kann die Ableitung von
Struktur-Aktivitats-Hypothesen sowie deren Quantifizierung nitzlich sein, durch die
eine Vorauswahl an geeigneten Verbindungen getroffen werden kann [Kubinyi,
1993]. Desweiteren kann die Aussagekraft verschiedenerin vitro Modelle beurteilt
werden, indem man die Korrelation der gleichen biologischer Aktivitaten, die sowonhl

in vitro als auch in vivo untersucht wurden, Gberpruft [Kubinyi, 1994].

Erste Quantitative StrukturAktivitats-Beziehungen wurden bereits 1868 von
Crum Brown und Fraser ermittelt. Diese beobachteten eine Abhangigkeit der
biologischen Wirkung von Alkaloiden von ihrer chemischen Struktr.

1893 entdeckte Richet einen Zusammenhang zwischen der Toxizitat bestimmter
Verbindungen und ihrer Lipophilie. Damals fehlten jedoch die mathematischen
Hilfsmittel, welche die Berechnung solch komplizierter multipler Korrelationen erst
ermoglichen.

Als Begrunder der klassischen QSAR-Analyse gilt Hansch, dem Anfang der
sechziger Jahre durch die Entwicklung von Computern die erforderlichen Mittel zur
Verfigung standen. 1964 stellte er zusammen mit Fujita ein allgemein gultiges
mathematisches Modell zur quantitativen Beschreibung linearer und nichtlinearer

Struktur-Wirkungs-Beziehungen auf [Hansch und Fuijita, 1964]:

log1/C =a(logP)’+bslogP +byc+..+c

Dabei druckt log 1/C den logarithmierten Kehrwert der Konzentration aus, die einen
biologischen Effekt hervorruft. Anstelle der Konzentration kénnen hier auch Binde,
Hemm- und Geschwindigkeitskonstanten verwendet werden. Die Lipophilie des
Substrates flie3t in die Gleichung Gber den OktanotWasser-Verteilungskoeffizienten
log P ein. Der Hammett-Parameter ¢ beschreibt die Elektronendichteverteilung in der
Verbindung. Durch die Regressionsanalyse werden die Koeffizienten a, i und b,
ermittelt, c stellt eine Konstante dar.

Die biologische Wirkung kann aber nicht nur von elektronischen oder lipophilen
Effekten abhangig sein, sondern auch von weiteren physikochemischen
Eigenschaften, wie z.B. der Polarisierbarkeit einer Verbindung, die durch die
Molrefraktion MR ausgedriickt wird [Kubinyi, 1994]. Eines der ersten Computer
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Modelle zur Berechnung von Quantitativen Struktur-Aktivitats-Beziehungen unter
Einbeziehung von multiplen Regressionen wurde 1976 von C. Hansch publiziert, das

jedoch noch zahlreiche Unzulanglichkeiten enthielt [Hansch, 1976].

Zunachst wurden mit der Hansch-Analyse Uberwiegend toxische, narkofsche,
bakterizide, fungizide sowie hamatolytische Wirkungen beschrieben. Spater wurden
hierber Abhangigkeiten des Transports und der Verteilung von Arzneistoffen von
inrer Lipophilie und lonisation bzw. Dissoziation ermittelt. Bis heute besitzt die

Hansch-Analyse auf diesem Gebiet den hochsten Stellenwert [Kubinyi, 1994].

Zahlreiche Struktur-Aktivitats-Beziehungen konnten mit Hilfe der QSARAnalyse
ermittelt werden. So beschaftigte sich z.B. Hansch mit den fir die Resistenz von
Zytostatika verantwortlichen Strukturelementen und fand u.a. eine nichtlineare
Abhangigkeit der Resistenz von der Molekulgrofe der zytostatischen Verbindungen
[Selassie et al, 1990]. Weiter zeigten systematische Untersuchungen einen
Zusammenhang zwischen der Resorption, dem Transport sowie der Verteilung von
Arzneistoffen und ihrer Lipophilie. Hierbei stellte sich heraus, dald Biomembranen
nicht nur fur die Permeation eines Pharmakons, sondern auch fur dessen biologische
Aktivitat eine grof3e Rolle spielen [Mason et al., 1991]. Eine weitere Studie befaldte
sich mit der kinetisch kontrollierten Resorption saurer Verbindungen. Hier flieRen
anstelle der log P-Werte die pH-Werte in die Korrelationsanalyse ein [Kubinyi, 1994].
Auch die minimale Hemmkonzentration von Sulfonamiden korrelert in erster Linie
mit deren pKa Werten und nicht mit der Wasserldslichkeit [Silipo und Vittoria, 1979].
Mittels QSAR-Analyse konnte weiterhin eine Korrelation der Mutagenitat von Nitre

Verbindungen mit der Lipophilie gezeigt werden [Debnathet al., 1991].

Eine Vereinfachung der Hansch-Analyse stellt die Free-Wilson-Methode dar, in der
eine Korrelation biologischer Wirkungen mit der Anr und Abwesenheit bestimmter
funktioneller Gruppen oder Substituenten erfolgt. Durch die Kombination von
Hansch- und Free-Wilson-Analyse werden die Anwendungsgebiete beider Methoden
enorm erweitert [Kubinyi, 1993]. Es konnte gezeigt werden, dal} eine Kombination
ebenfalls zu besseren Korrelationen der untersuchten Aktivitaten mit physikalischen

Parametern fuhren kann [Tmej et al., 1998].
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Eine wichtiger Fortschritt wurde mit der Entwicklung der 3D QSARAnNalyse erzielt, in
der zusatzlich die dreidimensionale Struktur der Wirkstoffe beriicksichtigt wird. Diese
wird entweder durch RéntgenstrukturAnalyse oder theoretisch durch sogenannte
Expertensysteme mittels ComputerTechnik ermittelt. Eine Weiterentwicklung der 3D
QSAR-Analyse ist z.B. die 1988 von Cramer entwickelte CoMFAAnalyse
(Comparative molecular field analysis). In dieser werden biologische Aktivitaten mit
Feld-Eigenschaften von Molekiilen (z.B. sterische oder elektronische Effekte) im
Raum korreliert [Podlogar und Ferguson, 2000]. Die CoMFAAnalyse gilt dabei als
vielseitiger, da sie die 3D-Struktur berlucksichtigt und auch Moleklile mit
unterschiedlichen Grundgeristen verdeichen kann.

Es existiert eine Vielzahl weiterer Computerprogramme, die alle fir die Betrachtung
von Quantitativen Struktur-Aktivitats-Beziehungen entwickelt wurden. Eine detaillierte
Einfuhrung in die verschiedenen Techniken der unterschiedlichen Compuer-
programme wird in dem Buch ,3D QSAR in Drug Design“ von Hugo Kubinyi gegeben
[Kubinyi, 1993].

Erst kirzlich konnte eine weitere Entwicklung in der klassischen QSARAnalyse
verzeichnet werden. Fiur die Korrelation mit biologischen und pharmakologischen
Aktivitaten wurden physikalische Parameter durch quantenmechanische Messungen
ausgetauscht. Aussagen zu StrukturAktivitats-Beziehungen konnen demnach
ebenso mit Hilfe der Quantenmechanik getroffen werden. Die Ergebnisse konnten
durch die klassische QSAR-Analyse verifiziert werden [Amat und Carb6 Dorca,
1999].

Eine einzelne QSAR-Analyse kann selbst durch Signifikanzprifungen statistisch
nicht eindeutig belegt werden und auch Computerprogramme konnen falsche
Ergebnisse liefern, wenn diese auf inadaquaten Hypothesen basieren. Aus diesem
Grund fordert Hansch eine Validierung der jeweiligen Analyse. Dabei sollen die
Ergebnisse einer QSAR-Studie moglichst mit mehreren Substanzgruppen bzw.
ahnlichen biologischen Systemen verglichen werden, wodurch sich Aussagenzu
Struktur-Aktivitats-Beziehungen mit einer hdheren Sicherheit treffen lassen [Kubinyi,
1994].
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3.1.1.2. Physikalische Parameter zur Ermittlung von Struktur-Aktivitats-

Beziehungen

Die biologischen Aktivitaten werden in der klassischen HanschAnalyse mit
unterschiedlichen physikalischen Parametern von Substraten korreliert. Hierbei
besitzen sowohl elektronische als auch sterische und lipophile Effekte die grofite
Bedeutung. Die biologischen Effekte konnen z.T. nur von einem oder aber auch von
mehreren physikalischen Eigenschaften der Verbindungen abhangen. Das Ausmal}
ihres Einflusses lalt sich anhand ihrer Koeffizienten aus der Regressionsgleichung
ermitteln (s. 3.1.1.1.). Da sich die vorliegende Arbeit im wesentlichen mit dem Einfluf
von lipophilen sowie elektronischen Effekten von Substituenten in aromatischen
Verbindungen auf die Geschwindigkeit von enzymatischen Reaktionen beschaftigt,
soll an dieser Stelle nur auf die Hammett sowie auf die Hansch-Konstante naher

eingegangen werden.

3.1.1.2.1. Hammett Konstante ¢

Substituenten in meta- oder para-Stellung einer aromatischen Verbindung kénnen
wesentlich die Elektronendichteverteilung in einem Molekiul beeinflussen. Die
Hammett-Konstante o beschreibt die Fahigkeit einer funktionellen Gruppe zur
Anziehung bzw. AbstoBung von Elektronen und ist flir jeden Substituenten
charakteristisch. Dabei werden die gesamten induktiven und mesomeren Effekte des
Substituenten bertcksichtigt. Die HammettKonstante wird ermittelt, indem man den
EinfluR des Substituenten auf die lonisaionskonstante der Benzoesaure in Wasser
mif3t:

(K x-C¢H,-COOH)

(K C4H5-COOH)

c =log

Hierbei stellt K jeweils die Dissoziationskonstante der substituierten sowie der
unsubstituierten Verbindung dar. Die lonisation der Benzoesaure wird verwendet, da
die Saurestarke erheblich durch den Substituenten beeinflut werden kann.
Elektronenziehende Gruppen stabilisieren das entstehende CarboxylatAnion und

erleichtern dadurch die Abspaltung eines Protons, wahrend elektronenschiebende
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die Reaktion erschweren. Besitzt o einen positiven Wert, so zieht der Substituent
starker Elektronen an als Wasserstoff, bei einem negativen Wert ist dieser
schwacher elektronenanziehend als Wasserstoff [Livingstone, 1995].

Fir meta- und para-substituierte Aromaten kann eine quantitative Beziehung
zwischen Struktur und Reaktivitat einer Verbindung hergestellt werden. Die
Hammett-Gleichung zeigt einen linearen Zusammenhang zwischen der Struktur
meta- und para-substituierter BenzolDerivate und den Gleichgewichts und
Geschwindigkeitskonstanten bei ihen Reaktionen. Sie gilt nur fir Umsetzungen von
aromatischen Verbindungen, die das gleiche Reaktionszentrum in der Seitenkette,
aber einen unterschiedlichen Substituenten in m-/p-Stellung besitzen. Fur die
lonisation von Benzoesaure wurde folgende lineare freie Enthalpie-Beziehung nach
Hammett aufgestellt [Livingstone, 1995]:

log Ky — log Ky = pox

Kx stellt die lonisationskonstante mit dem Substituenten x dar, wahrend K fur die
lonisationskonstante der unsubstituierten Benzoesaure steht. Die Reaktions
konstante p gibt die Empfindlichkeit der Reaktion gegenuber dem Einflul des
Substituenten an. Fir die Dissoziation der Benzoesaure bei 25 °C in walriger
Losung wurde fur p der Wert 1 gewahlt, so dal} diese als Standardreaktion fir die
Ermittlung von Substituentenkonstanten dienen kann. Die so ermittelten
o-Konstanten konnten inzwischen erfolgreich auf zahlreiche quantitative
Beschreibungen von chemischen Gleichgewichten und Reaktionen angewandt
werden [Livingstone, 1995]. Hangt die Reaktion einer aromatischen Verbindungen
von den elektronischen Effekten ihres Substituenten ab, so lalt sich diese duch die
Hammett-Gleichung formulieren. Die HammettGleichung gilt nur fir meta- und para-
substituierte Benzolderivate, da in ortho-Position neben elektronischen zusatzlich
sterische Effekte wirksam werden konnen, die bei Hammett keine Bericksichtigung
finden.

Um Ergebnisse aus chemischen und biochemischen Studien mit den Hammettschen
oc-Konstanten zu korrelieren, mul3 man die gemessenen Aktivitdten verschiedener

m-/p-substituierter Substrate logarithmierten und gegen die entsprechende
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Substituenten-Konstante auftragen. Lal3t sich eine Gerade durch die
eingezeichneten Melpunkte legen, so zeigt sich ein elektronischer Einflul} des
Substituenten in meta- oder para-Stellung auf die Reaktion. Je besser der
Korrelationskoeffizient und je steiler die Gerade, desto grofer ist dieser Effekt. Dabei
bedeuten positive Vorzeichen von p eine Verminderung der Umsetzungs
geschwindigkeit durch Elektronendonatoren, wahrend ein negatives Vorzeichen eine

Steigerung anzeigt.

3.1.1.2.2. Hansch'sche Hydrophobiekonstante «

Die Lipophilie ist ein weiterer physikalischer Parameter, der ebenfalls einen gr&en
Einflul auf biologische Aktivitaten haben kann. Die Lipophilie besitzt beispielsweise
eine grolRe Bedeutung fur die Annaherung und Bindung von Substraten an
hydrophile oder hydrophobe Regionen eines Enzyms. Ein Mal} fir die Lipophilie
einer Verbindung ist der Nernstsche Verteilungskoeffizient P. Dieser gibt das
Verhaltnis der Konzentration einer Substanz in zwei nicht miteinander mischbaren
Phasen an, einer Lipid- (Ciipig) und einer walirigen Phase (Guasser). Als lipophile
Phase wird heute Oktanol verwendet, da es aufgrund seiner Fahigkeit,
Wasserstoffbriicken auszubilden, den physiologischen Verhaltnissen am nachsten

kommt:

COktanoI

cWasser

Aus dem Logarithmus der OktanolWasser-Verteilungskoeffizienten einer
substituierten (log Px) und einer unsubstituierten Verbindung (log Py) kann weiterhin
die Hydrophobie-Konstante nx nach Hansch und Leo berrechnet werden, der

folgende Gleichung zugrunde liegt [Leoet al., 1975]:
Tlx = |Og Px - |Og P|-|

Hier wird der EinfluR eines Substituenten auf die Lipophilie eines Molekuls gezeigt.

Die Hydrophobie-Konstante gibt den Beitrag eines Substituenten an der
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Gesamtlipophilie einer Verbindung wieder. Besitzt n, ein negatives Vorzeichen,
verleiht er der Substanz einen hydrophileren Charakter, bei positivem Vorzeichen
einen lipophileren. Eine Ahnlichkeit dieser Gleichung nach Hansch ist mit der
Hammett-Gleichung zu erkennen, jedoch laflt sich fir die HydrophobieKonstante

keine Hammett-aquivalente Reaktionskonstante formulieren [Livingstone, 1995].

3.1.2. Bedeutung von QSAR fiir die Reduktion von Amidoximen

Zahlreiche Arzneistoffe enthalen stark basische Amidinfunktionen, die fur die
pharmakologische Aktivitat des Wirkstoffes mitverantwortlich sind. Besonders
dikationische Verbindungen mit zwei Amidinfunktionen in einem Molekll sind
beispielsweise gegen eine Vielzahl pathogener Keime aktv. In erster Linie haben
sich Bisbenzamidine, Bisbenzimidazole sowie Carbazole, die alle positiv geladene
Amidinium-Gruppen in ihrer Wirkform enthalten, zur Bekampfung der Pneumocystis
carinii Pneumonie (PCP) bewahrt [Rahmathullah et al., 1999]. Diese Infektion tritt vor
allem als Folge eines durch AIDS geschwachten Immunsystems auf. Aufgrund der
schlechten Resorption der bei physiologischem pHWert Gberwiegend protoniert
vorliegenden Amidine nach oraler Gabe wird die Entwicklung oral verfliigbarer
prodrugs von Amidinen angestrebt. Erst durch Biotransformation werdenin vivo aus

den prodrugs die mikrobiell wirksamen Metaboliten gebildet (s. 1.4.).

Am Beispiel des Pentamidins konnte gezeigt werden, dafl} sich Amidoxime sehr gut
als prodrugs von Bisbenzamidinen eignen. Der Wirkstoff Pentamidin besitzt eine
hohe Anti-PCP-Aktivitat nach intravendser Applikation, ist jedoch aufgrund
mangelnder Resorption nach oraler Gabe nur sehr schwach wirksam. Das selbst
inaktive prodrug mit zwei Amidoximfunktionen (Pentoxim) arstelle der Amidin-
funktionen wird hingegen sehr gut resorbiert und in vivo rasch zum Pentamidin
reduziert (Tab. 3-1), welches daraufhin seine hohe antimikrobielle Wirksamkeit
entfalten kann [Clement et al., 1992; Clement, 1993; Rieckert, 1999]. Die Lipophiie
wurde dabei durch Veresterung der Amidoximfunktion weiter erhoht.

Da Pentamidin jedoch mit zahlreichen Nebenwirkungen wie Hypotension,
Hypoglykdmie oder Arrythmien belastet ist, wurde nach besser wirksamen

Alternativen mit weniger Nebenwirkungspotentid gesucht.
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Zu diesem Zweck wurden im Arbeitskreis Tidwell weitere Bisbenzamidine und
Bisbenzimidazole entwickelt, die zusatzlich Carbazot, Dibenzofuran- oder Dibenzo-
thiophenderivate darstellen [Boykin et al., 1996; Hall et al., 1998; Rahmathullah et al.,
1999; Patrick et al., 1999; Wang et al., 1999]. Sie wurden auf ihre Wirksamkeit gegen
den Erreger Pneumocystis carinii untersucht, zudem wurde ihre Toxizitat Gberpruft.

Auch auf diese wurde das fur Pentoxim entwickelte prodrugPrinzip Gbertragen.

Die untersuchten Bisbenzamidine, bei denen die Kettenlange der Etherbriicke variiert
wurde, zeigten i.v. alle eine gute, teilweise bessere Wirksamkeit gegen PCP als
Pentamidin. Sie wurden jedoch, wie auch das Pentamidin selbst, aufgrund ihrer
positiven Ladung bei oraler Gabe unzureichend resorbiert. Die zugehdrigen
Amidoxime zeigten sowohl i.v. als auch oral eine hohe Aktivitat gegen PCP (Tab.
3-1), zudem besalen sie eine geringere Toxizitat als die Amidinanaloga. Fur die
ausreichende orale Resorption war die Oxidation beider kationischer Zentren zu den
Amidoximen notwendig [Hall et al., 1998]. Durch Veretherung der Amidoximgruppe
zum O-Methyl-Derivat wurde die Lipophilie weiter erhdht [Boykinet al., 1996]. Dieses
Verfahren erscheint gegeniber der Veresterung jedach nachteilig, da die Spaltung
des Ethers oxidativ erfolgen muf3 und wahrscheinlich groReren Schwankungen
unterliegen wirde als die Hydrolyse des Esters. Die Oxidation des Ethers wirde
somit kaum umfassend ablaufen.

Das Einfuhren einer Amidfunktion in die Etherbriicke zwischen den Aromaten sowie
die Verwendung eines Triazins anstelle des Ethers fihrte zu unwirksamen prodrugs.
In vivo konnte sowohl oral als auch i.v. keine Anti-PCP-Aktivitat dieser Verbindungen

nachgewiesen werden [Hall et al., 1998].

Bisbenzimidazol- sowie Carbazol-Derivate mit zwei Amidin-Funktionen besalien
ebenfalls eine sehr gute Wirksamkeit gegen Pneumocystis carinii. Vor allem die
Carbazol-Derivate zeigten dabei eine bessere pharmakologische Aktivitat sowie eine
geringere Toxizitat in Ratten verglichen mit Pentamidin. Die zur Verbesserung der
oralen Verfugbarkeit eingesetzten Amidoxime waren erstaunlicherweise weder nach
oraler noch nach intravendser Gabe im Rattenmodell wirksam. Dabei konnten
Studien mit Leberzellhomogenaten die Metabdisierung der prodrugs zu den
entsprechenden Amidinen zeigen. Die Reduktion in intakten Zellsystemen mit

Rattenhepatozyten war jedoch nicht zu detektieren (Tab. 31). Da eine
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Biotransformation der Verbindungen nur innerhalb der Zellen erfolgen kann, wurde
spekuliert, dald die mangelnde Wirksamkeit dieser Amidoxime auf unzureichender
zellularer Aufnahme basiert [Hall et al., 1998]. Beim Vergleich der Bisbenzamidine
sowie Bisbenzimidazole und CarbazolDerivate zeigte sich, dall alle inaktiven
Amidoxime ein oder mehrere Stickstoffatome zwischen den beiden Amidoxin:
funktionen besalien, wahrend der Ethersauerstoff fehlte [Hallet al., 1998].

Eine Abwandlung der Carbazolbisamidine durch Einflihren eines Sauerstoffs anstelle
eines Stickstoffatoms fiuhrte zu einer weiteen Wirkstoffgruppe mit hoher Aktivitat
gegen PCP. Das 2,8-Bisamidin des Dibenzofurans besitzt bei intravendser
Applikation eine gute Wirksamkeit, die ebenso wie bei den Carbazolen dem
Pentamidin leicht Uberlegen ist. Das entsprechende 3,7Derivat, bei der sich die
Amidinfunktion in meta-Stellung zum Sauerstoff des Furanrings befindet, ist inaktiv.
Das dem 2,8-Bisamidin analoge prodrug 2,8-Bisamidoxim des Dibenzofurans ist im
Vergleich mit dem Amidin nur maRig, jedoch noch ausreichend wirksam (Tab. 31).
Auch hier wird entweder mangelnder Zelltransport oder eine geringere Aktivitat des

reduzierenden Enzymsystems diskutiert [Wanget al., 1999].

Der Austausch des CarbazolStickstoffs gegen einen Schwefel fiihrt zu den ebenfalls
gegen PCP wirksamen Dibenzothibphenen. Analog den Dibenzofuranderivaten
zeigte das 2,8-Bisamidin des Dibenzothiophens eine sehr gute pharmakologische
Aktivitat. Das entsprechende Amidoxim-Derivat zeigte eine ebenso gute Wirksamkeit
nach oraler Gabe (Tab. 3-1) und ist damit als prodrug zur Verbesserung der oralen

Verfugbarkeit hervorragend geeignet [Patricket al., 1999].

Auch das Amidoxim-prodrug des ebenfalls gegen PCP wirksamen 2,5bis (4-
amidinophenyl) furans zeigte nach oraler Applikation die gewlinschte Aktivitat (Tab.
3-1) [Rahmathullah et al., 1999].

Samtliche oben aufgefihrten Amidoxime, die als prodrugs verwendet wurden, sind in

Tabelle 3-1 aufgefuihrt. Ebenso ist hier dargestellt, ob im Rattenmodell nach oraler

Gabe pharmakologische Effekte auftraten oder nicht.
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Es wurden folglich zahlreiche oral verfugbare Arzneimittel gegen PCRErkrankungen
entwickelt, die alle eine Amidoximfunktion besitzen. Nur bei den Verbindungen mit
einem Stickstoff zwischen den beiden kationischen Zentren war keine Aktivitat gegen
PCP festzustellen. Ob hier eine mangelnde Biotransformation zum Wirkstoff, die
verminderte zellulare Aufnahme der Substanz oder andere Effekte, die die
Wirksamkeit verhindern, vorliegen, konnte bisher nicht geklart werden. Fir die
Arzneistoffentwicklung ist es aus diesem Gruind von besonderem Interesse, die
Reduktion von Benzamidoximen zu den entsprechenden Benzamidinen naher zu
untersuchen und herauszufinden, welchen Einflud Substituenten des aromatischen
Rings auf die Reduktion haben. Zudem konnen Studien Uber StrukturAktivitats-
Beziehungen Auskunft darlber geben, welche Substituenten bei der Entwicklung
neuer prodrugs von vornherein auszuschlie®en waren oder welche die Bioaktivierung
fordern konnten.

Auler bei dem Diamidoxim des Pentamidins und den zugehorigen Estern [Clenent
et al., 1992; Clement, 1993] ist allerdings bei den anderen in Tabelle 31
wiedergegebenen Diamidoximen, die in weiterem Sinne alle Derivate des
Pentamidins darstellen, nur der pharmakologische Effekt im Rattenmodell getestet
worden. Die tatsachliche Reduktion wurde fur diese Derivate jedoch nicht durch
Bestimmung von Serum oder Plasmakonzentrationen geprift. Als weitere
Problematik kommt hinzu, dal sich bei in vitro-Untersuchungen oft Enzymquellen
aus der Ratte als weniger aussagekraftig fur die Situdion im Menschen erwiesen
haben als z.B. aus dem Schwein [Schmitt, 1991].
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Tab. 3-1. Getestete Amidoxime als Prodrugs fiir Amidine und pharmakologische
Aktivitdt gegen Pneumocystis carinii Pneumonie.

Verbindung Wirksamkeit Reduktion
gegen PCP T .
in vivo in vitro
O—(CH,)n—O0. :
R Phenolether 2 R + ? +
n=5, Pentoxim + + +
R N N R
H—(CHI—¢ ]@/
N N
H H
Benzimidazole ¢ - ? -1/+2
h g ECa
7 N 2
H
Carbazole ¢ - ? -1+2
7 X 3
X = O, Dibenzofurane € (+) ? ?
X =S, Dibenzothiophene f + ? ?
/ \
T
R R
Diphenylfurane 9 + ? ?
_CI,N—OH 1, Test mit intakten Zellkulturen (Rattenmodell)
R= \NH 2, Test mit Leberzellhomogenaten (Rattenmodell)

a,cd Hall et al., 1998

b Clement et al., 1992; Rieckert, 1999
€ Wang et al., 1999

f Patrick et al., 1999

9 Rahmathullah et al., 1999
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Das prodrug-Prinzip Amidoxime anstelle von Amidinen beschrankt sich jedoch nicht
nur auf Arzneistoffe mit Wirksamkeit gegen PCP. Weitere Amidoxime mit Wirkung
auf die Blutgerinnung wurden entwickelt. Deren pharmakologische Aktivitat sowie

Metabolisierung sind in Tabelle 3-2 zusammengefalit.

Tab. 3-2. Weitere Amidoxime als Prodrugs fiir Amidine und deren pharma-
kologische Aktivitat.
Verbindung Pharmakologische Reduktion
Aktivitat — —
in vivo in vitro
HO
1]
H,N”

0
H
eNqe!
\©\H/NH 0" >COOoH + + +
o)

RO 48-3656 @
(Amidoxim-Saure des Sibrafiban)

//N—OH

Cc

"NH,

T
0. _N
OH o) \é
)\/H
N
0 N
E + + +

H415/04 b
(Amidoxim-Saure des Melagatran)

a Wittke et al., 1999
b Eriksson et al., 1999

FUr das prodrug des Thrombozytenaggregationshemmers Ximelagatran und fir das
Amidoxim des Sibrafibans, ein Glycoprotin llb/llla-Rezeptor-Antagonist, konnte die
Reduktion zur Wirkform sowohl in vitro als auch in vivo nachgewiesen werden
[Eriksson et al., 1999; Wittke et al., 1999]. Klinische Studien der Phase Il zeigten fir

das Sibrafiban [Wittke et al., 1999] eine umfassende Reduktion im Menschen, keine
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signifikanten interindividuellen Schwankungen in der Bioverfugbarkeit und keine
Zeichen von Toxizitat.

3.1.2. Stand der Vorarbeiten und Zielsetzung

Erste Struktur-Aktivitats-Beziehungen zur Inhibition von humanen Serinproteasen
durch Benzamidine wurden bereits 1978 durchgeflihrt [Andrewset al., 1978]. Hierbei
wurden elektronische, lipophile sowie sterische Effekte verschiedener meta- und
para-substituierter Benzamidine auf ihre Fahigkeit hin untersucht, die Proteinr
spaltenden Enzyme Plasmin, Thrombin sowie Trypsin zu hemmen. Die Korrelation
der experimentell bestimmten log 1/K Werte der verschiedenen Proteasen mit den
oben genannten physikalischen Parametern ergab eine Abhangigkeit der
Inhibitorpotenz von der Lipophilie derverschiedenen Benzamidine fir das Thrombin.
Ebenso beeinfluldte die Lipophilie die Hemmung von Plasmin. Zusatzlich war hier
jedoch noch ein schwach positiver Effekt von elektronenschiebenden Substituenten
zu erkennen. Trypsin besall eine etwas komplexere Interaktion mit den
Benzamidinen. Kleine Molekulargewichte sowie eine hdhere Molrefraktion
(Polarisierbarkeit) forderten die Bindung der Inhibitoren [Andrews et al., 1978].
Weitere QSAR-Analysen zur Hemmung von Trypsin durch verschieden substituierte
Benzamidine wurden durchgefihrt und von Racanatini et al. [1985]
zusammengefaldt. Im Gegensatz zu Andrews et al. zeigte die erste Studie einen
positiven Effekt elektronenschiebender Substituenten auf die Inhibitorpotenz. Eine
weitere Untersuchung ergab wiederum nu einen geringen elektronischen Effekt,
dafur aber eine hohe Korrelation der Hemmung mit der Lipophilie der Substrate
[Racanatini et al., 1985].

Aber nicht nur die Inhibitorpotenz der Benzamidine in Abhangigkeit von den
Substituenten wurde untersucht. Ene Studie zur enzymatischen N-Hydroxylierung
von Benzamidinen zu den entsprechenden Benzamidoximen wurde im Arbeitskreis
Clement von Zimmermann durchgefihrt. Hierbei wurde der EinfluR von
Substituenten in para-Stellung zur Amidinfunktion auf die Oxidation dieser
Verbindungen durch ein  mikrosomales Enzymsystem untersucht. Das

verantwortliche Enzymsystem wurde spater als Cytochrom P450 identifiziert
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[Clement et al., 1993b]. Um Hinweise auf mogliche StrukturAktivitats-Beziehungen
zu erhalten, wurden zunachst die Maximalgeschwindigkeiten (wnax) der Umsetzung
der verschiedenen Benzamidine durch Mikrosomen ermittelt (Abb. 31).

Es wurden ausschlieBlich para-substituierte Verbindungen fir die Studie verwendet,
um sterische EinfliRe des Substituenten zu vermeiden. Zudem sollte die raumliche
Beanspruchung der Substrate ahnlich sein, um Unterschiede bei der Annaherung an
das Enzym moglichst klein zu halten. Hauptsachlich unterschieden sich die
Substituenten in ihren elektronischen Effekten auf die Benzamidine. Als
elektronenschiebende Gruppen wurden p-Methyl und p-Methoxy verwendet, als
elektronenziehende p-Brom, p-Chlor, p-Cyano sowie p-Nitro. Die Abhangigkeit der
experimentell ermittelten Maximalgeschwindigkeiten von der Hammett-Konstanten o
wurde Uberprift, wobei sich eine Korrelation dieses physikalischen Parameters mit
den logarithmierten vnhax-Werten ergab. Hierdurch konnte die Gultigkeit der Hammett
Gleichung fur die N-Oxygenierung para-substituierter Benzamidine belegt werden.
Folglich konnte gezeigt werden, dall diese Umsetzung im wesentlichen von
elektronischen Einflissen abhangig ist. Eine negative Reaktionskonstantep zeigte
an, dall die Reaktion durch Elektronendonatoren erleichtert wurde, wahrend
Elektronenakzeptoren diese erschwerten. Eine weitere Korrelationsanalyse mit der
Hansch’schen n-Konstanten ergab jedoch keine Abhangigkeit der N-Hydroxylierung

von der Lipophilie der Benzamidine [Clement und Zimmermann, 1988].

mikrosomales
_NH Enzymsystem _N—OH
R4©719C 7 NADPH - ROSC v
\H N-Oxidation \H

R = OCH,, CH,, Br, CI, CN, NO,

Abb. 3-1. N-Hydroxylierung unterschiedlich substituierter Benzamidine durch ein

mikrosomales Enzymsystem [Clement und Zimmermann, 1988].

Gao und Hansch werteten weiter aus und fanden fir die von Zimmermann

untersuchte N-Oxidation para-substituierter Benzamidine eine Korrelation der
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log 1/Kn-Werte sowohl mit der Lipophilie als auch mit elektronischen Effekten.
Letztere besalRlen auf die MichaelisMenten-Konstante jedoch genau den
gegenteiligen Effekt wie auf die Maximalgeschwindigkeiten: elektronenschiebende
Substituenten beeinflul3ten die Bindung der Benzamidine am metabolisierenden
Enzym negativ. Da sich in der Gesamtgleichung die elektronischen Effekte fir die
Substratbindung und die Umsetzungsgeschwindigkeit gegenseitig ausloschen,
korreliert die katalytische Effizienz lediglich mit der Lipoplilie der Benzamidine [Gao
und Hansch, 1996].

Zahlreiche Untersuchungen zur N-Hydroxylierung von Benzamidinen sind
durchgefiihrt worden, wobei sich eine Abhangigkeit enzymkinetischer Parameter von
den physikalischen Eigenschaften ihrer Substituenten zeigte Aufgrund der hohen
toxikologischen und pharmakologischen Relevanz der Benzamidoxime als prodrugs
ware es von groler Bedeutung, auch fur diese Reduktion mogliche Struktur
Aktivitats-Beziehungen zu finden. Somit kdnnten beispielsweise Benzamidoxime mit
Substituenten, die einen ungunstigen Einflud auf die Aktivierung des prodrugs
besitzen, von vornherein von der Arzneistoffentwicklung ausgeschlossen werden.
Moller untersuchte in einer vorangegangenen Arbeit erste StrukturAktivitats-
Beziehungen fur die Reduktion N-substituierter Benzamidoxime durch ein
mikrosomales Enzymsystem aus CYP2D, Cytochrom b und bs-Reduktase (Abb 3-2)
[Moller, 1997].
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CYP2D, Cytochrom b,
bs-Reduktase

N—OH
@ P NADH @ 2 NH
C\ - > C
N—R’ N-Reduktion \
/
R

N—R
/
R
R = R'= Benzamidoxim-Derivat
H CHs N-Methyl-Derivat
CHs; CHs; N,N-Dimethyl-Derivat
H Phenyl N-Phenyl-Derivat
Piperazin Piperidin-Derivat
Abb. 3-2. Reduktion N-substituierter Benzamidoxime zu den N-substituierten

Benzamidinen durch ein mikrosomales Enzymsystem.

N,N-Dimethyl- sowie N-Methylbenzamidoxim konnten durch das mikrosomale
Enzymsystem reduziert werden. Die Einfihrung der Methylgruppe(n) zeigte hier
einen positiven Effekt auf die Umsetzung. Die Reduktion des PiperazirnDerivates
erfolgte hingegen nur sehr schwach, wahrend sich die Bildung des
N-Phenylbenzamidins Gberhaupt nicht nachweisen liel3. Der Grund hierflr wird in der
GroRe der Substituenten gesehen, durch die es zu einer sterischen Hinderung der
Enzymbindung kommen koénnte. Hinzu kommt die geringe Basizitdt und grolde

Lipophilie der N-Phenylderivate.

Die von Modller durchgeflihrte Studie lieferte erste Hinweise zur Abhangigkeit der
Benzamidoxim-Reduktion von dessen Substituenten. Eine QSARAnalyse der
N-Reduktion unter Berlcksichtigung von Substituenten in para-Stellung der
Amidoxim-Funktion ist bisher jedoch noch nicht beschrieben worden. Zahlreiche
prodrugs mit einer Benzamidoxim-Struktur sind ebenfalls am aromatischen
Ringsystem substituiert. Aufgrund der pharmakologischen Bedeutung der
Bioaktivierung dieser prodrugs zu den Benzamidinen soll in dervorliegenden Arbeit
geprift werden, ob eine Korrelation von Maximalgeschwindigkeiten oder Michaelis

Menten-Konstanten der Reduktion mit physikalischen Parametern verschieden

127



STRUKTUR-AKTIVITATS-BEZIEHUNGEN DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

substituierter Benzamidoxime moglich ist. Hierbei sollen die gleichen para-
substituierten Verbindungen wie bei Zimmermann [Clement und Zimmermann, 1988]
verwendet werden (Abb. 3-3).

NH
N—OH ? /
4 —_— > R C/
R C\ N-Reduktion \
NH
R = OCH,, CH,, Br, Cl, CN, NO,

Abb. 3-3. Untersuchung des Einflusses der Substituenten auf die Reduktion

verschiedener para-substituierter Benzamidoxime.

Zunachst soll eine Charakterisierung der N-Reduktion der einzelnen para-
substituierten Benzamidoxime durchgefiihrt werden, um die Inkubationsbedingungen
der Reduktion zu optimieren. Dabei sollen sowohl der pHWert als auch die Substrat
und Cosubstratkonzentration sowie die Inkubationszeit ermittelt werden, unter denen
die Verbindungen am starksten umgesetzt werden.

Anschlieend soll die Bestimmung enzymkinetischer Parameter wie Maximal
geschwindigkeit, MichaelisMenten-Konstante und der katalytischen Effizienz fur die
Reduktion der Benzamidoxime sowohl in Schweinelebermikrosomen als auch im
rekonstiuierten Enzymsystem aus CYP2D, Cytochrom by und bs-Reduktase erfolgen.
Diese sollen dann mit den elektronischen und lipophilen Eigenschaften der einzelnen
Benzamidoxime in Abhangigkeit vom Substituenten in para-Stellung Kkorreliert
werden, um gegebenenfalls eine Beziehung zwischen der biologischen Aktivitat und

physikalischen Parametern der Substrate aufzuzeigen.

SchlieBlich soll nicht nur der Einflul3 von para-Substituenten auf die N-Reduktion von
Benzamidoximen geprift werden. Entsprechend meta-substituierte Derivate sollen
ebenfalls durch das gleiche reduktive Enzymsystem umgesetzt werden, um auch

maogliche sterische Einflisse von meta-Substituenten diskutieren zu kdnnen.
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3.2. Methoden

3.21. Gewinnung der Enzymquellen

3.21.1. Herstellung von Schweinelebermikrosomen

Die Schweinelebern wurden vom Schlachthof Wellsee oder von der Schlachterei
Horn in Flintbek zur Verfigung gestellt. Die frisch enthommenen Lebern wurden in
eisgekihltem 20 mM Phosphatpuffer pH 7.4, der zusatzlich noch 1mM Na,EDTA
sowie 250 mM Sucrose enthielt, transportiert. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte
wurden bei 4 °C durchgeflhrt. Zunachst wurden die Leberlappen mit 50 mM
Phosphatpuffer pH7.4 (mit 1 mM Na;EDTA) grundlich perfundiert, dann klein
geschnitten, mehrfach mit dem gleichen Puffer gewaschen und anschlieRend durch
einen Fleischwolf gegeben. Schliel3lich wurden die Gewebestiicke mit einem 20 mM
Phosphatpuffer pH 7.4 (+250 mM Sucrose) etwa 1:1 verdinnt und mittels eines
DurchfluBhomogenisators homogenisiert. Die Herstellung der Mikrosomen aus
Schweineleberhomogenat erfolgte dann durch differentielle Ultrazentrifugation wie
bereits bei Clement et al. [1996] fur die Gewinnung von Mikrosomen aus Kaninchen

und Schwein beschrieben.

3.21.2. Isolierung der einzelnen Komponenten des rekonstituierten Systems

aus dem Schwein

3.21.21. Reinigung der Benzamidoxim-Reduktase und Cytochrom bs

Die Benzamidoxim-Reduktase wurde mittels praparativer HPLC nach dem von
Moller [Moller, 1997] entwickelten Verfahren isoliert. Ebenso wurde fir die Reinigung
von Cytochrom bs aus Schweineleber die Methode von Mdller verwendet [1997].

Der Cytochrom P450-Gehalt wurde durch Aufnahme eines CO-Differenzspektrums

nach der Methode von Omura und Sato [1964]ermittelt.
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Die Gehaltsbestimmung von Cytochrom b; erfolgte nach dem von Estabrook und
Werringloer [1978] beschriebenen Verfahren anhand eines Differenzspektrums von
reduzierter und oxidierter Form des Cytochrom b.

Die Proteinkonzentrationen wurden durchdie BCA-Methode nach Smith et al. [1985]

bestimmt.

3.21.2.2. Reinigung der Cytochrom bs-Reduktase

Die Reingung der NADH-Cytochrom bs-Reduktase erfolgte in Anlehnung an die von
Moller [1997] entwickelte Methode mit kleinen Veranderungen.

Nach Solubilisation von Schweinelebermikrosomen wurde zunachst eine
Hydrophobe Interaktionschromatographie an OctytSepharose CL 4B durchgefinhrt.
Die Cytochrom bs-Reduktase-haltigen Fraktionen wurden mittels einer praparativen
HPLC an Fractogel® EMD TMAE 650 (S) von der Benzamidoxim-Reduktase
abgetrennt. Zur weiteren Aufreingung erfolgte eine Bioaffinitatschromatographie an

5°-AMP-Sepharose®, die durch einige Modifikationen weiter optimiert werden konnte.

Es wurde eine doppelt so groRe 5-AMP-Sepharose®-Saule wie bei Méller fir die
Reingung der bs-Reduktase verwendet (3 x 6 cm statt 3 x 3 cm). Die Saule wurde mit
einem 10 mM Phosphatpuffer pH 7.4, dem 0.1 mM NaEDTA, 0.1 mM Dithiothreitol,
20 % (v/v) Glycerol sowie 0.02% (v/v) Triton X-100 zugesetzt wurden, equlibriert.
Nach Auftragen der Enzympraparation auf die Saule wurde diese mit dem gleichen
Puffer grindlich gespdlt. AnschlieRend wurde die an der Saule gebundene B-
Reduktase mit einem 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4 eluiert, dem neben 0.1 mM
NaEDTA, 0.1 mM Dithiothreitol, 20 % (v/v) Glycerol sowie 0.02 % (v/v) Triton X-100
noch eine 0.5 mM Konzentration an NADH beigefugt wurde. Samtliche mit NADH
eluierten Fraktionen wurden vereinigt und durch Filtration mittels Zentrifuge
(AusschluRgrolle 10000 Da) einkonzentriert. Das Detergenz wurde durch das
Adsorptionsmaterial Calbiosorb® entfernt. Es erfolgte der Austausch des Puffers
gegen einen 10 mM Phosphatpuffer pH 7.4 (20 % (v/v) Glycerol) mit Hilfe von NAP
25 Saulen.
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Die Bestimmung der NADH-Cytochrom bs Reduktase-Aktivitat erfolgte schlief3lich in
Anlehnung an das von Mihara und Sato [1978] beschriebene Verfahren durch
spektralphotometrische Verfolgung der Reduktion von Kaliumhexacyanoferrat (lIl)
bei 420 nm.

3.2.2. Synthese der para- und meta-substituierten Benzamidoxime und

Benzamidine

Alle verwendeten Benzamidoxime und Benzamidine (Benzamidin wurde kauflich
erworben) waren literaturbekannt und lagen im Arbeitskreis vor oder wurden von
Frau Konig unter Anleitung von Dr. Girreser synthetisiert. Hierbei wurden folgende

Literaturstellen zugrunde gelegt:

Benzamidoxim [Tiemann, 1884; Krlger, 1885]
p-Methylbenzamidoxim [Tiemann, 1884; Schubart, 1886]
p-Methoxybenzamidoxim [Tiemann, 1884; Miller, 1889]

p-Chlor-, p-Brom-, p-Cyano, [Tiemann, 1884; Stephenson et al., 1969]
m-Methyl-, m-Nitrobenzamidoxim

p-Nitrobenzamidoxim [Tiemann, 1884; Weise, 1889]
p-Methylbenzamidin [Pinner, 1883; Glock, 1888]

p-Chlor-, p-Brom-, m-Methyl-, [Pinner, 1883; Moss et al., 1985]
m-Nitrobenzamidin

p-Methoxybenzamidin [Pinner, 1883; Tafel und Enoch, 1888]
p-Nitrobenzamidin [Pinner, 1883; Pinner und Gradenwitz, 1897]
p-Cyanobenzamidin [Sandmeyer, 1884; Zimmermann, 1987]

Alle Verbindungen wurden auf Ublichem Wege charakterisiert (Schmelzpunkt, IR,
NMR, MS) und stimmten in allen Daten mit denen von Literatur-Werten Uberein.
Zusitzlich wurden die °N- und *C-NMR-Daten vermessen [Girreser et al., 2002].
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3.2.3. Charakterisierung der Reduktion von para-substiuierten

Benzamidoximen

3.2.3.1. HPLC-Analytik

Fir jedes Substrat wurde eine eigene HPLG-Analytik entwickelt. Aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit der Substrate konnten fiir die einzelnen para-substituierten
Benzamidoxime ahnliche Fliefmittelsysteme verwendet werden. In allen Fallen

wurde eine lonenpaarchromatographie durchgefihrt.

HPLC-System fir unsubstituiertes Benzamidoxim:

HPLC-Pumpe: Binare Pumpe Serie 1100, Agilent, Waldbronn,
Deutschland

Detektor: Diodenarray-Detektor Serie 1100,
Agilent, Waldbronn, Deutschland

Autosampler: Serie 1100, Agilent, Waldbronn, Deutschland

Integrator: Hewlett Packard (HP) Chemstation A.07.01
Agilent, Waldbronn, Deutschland

Stationare Phase: LiChrospher® RP select B-Saule (5um) 250 x 4 mm (Fa.
Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 3 mM Octylsulfonat pH 2.5/Acetonitril 88:12 (Vv)

Laufzeit: 35 min

Detektion: UV, 229 nm

FluBrate: 1 ml/ min

Injektionsvolumen: 10 pl

Retentionszeiten: Benzamidoxim = 21.6 £ 0.1 min

Benzamidin = 25.2 + 0.2 min
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Nachdem der pH-Wert der mobilen Phase mit Phosphorsaure auf pH 2.5 eingestelt
wurde, wurde der Eluent durch einen SartoriusMembranfilter (0.45 um) filtriert und
im Ultraschallbad 15 min lang entgast.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte Uber eine 8Punkt-Kalibrierung mit
Konzentrationswerten zwischen 0.1 und 50 pM. Hierzu wurde Benzamidin im
FlieBmittel gelost und mittels HPLC vermessen. Zur Bestimmung der
Wiederfindungsrate wurden die gleichen Konzentrationen wie fir die Kalibrierung
verwendet. Benzamidin wurde in 100 mM Phosphatpuffer pH 6 gelést. Den
Inkubationsansatzen wurden weiterhin 300 pg denaturierte Mikrosomen sowie
0.5 mM Benzamidoxim zugefugt. Diese wurden dann 33 min bei 37°C im
Schittelwasserbad inkubiert, mit 300 pl Methanol abgestoppt und nach
Zentrifugation bei 10000 U/min anschlielend mittels HPLC quantifziert. Die
Wiederfindungsrate betrug 98 %.

HPLC-System fiir alle para-substituierten Benzamidoxime:

HPLC-Pumpe: Gradientenpumpe W510 mit Systemcontroller
Waters, Milford, CT, USA

Detektor: W486 Tunable Absorbance Detector, Waters, Milford, CT,
USA

Autosampler: W710 WISP, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: Maxima®-Software 820, Version 3.30,
Waters, Milford, CT, USA

Stationare Phase: LiChrospher® RP select B-Saule (5um) 250 x 4 mm (Fa.
Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Detektion: UV, 215 nm

FluRrate: 1 ml/ min

Injektionsvolumen: 10 pl
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Auflistung der mobilen Phasen:

p-Nitrobenzamidoxim 85 % 3 mM Octylsulfonat pH 3, 15 % Acetonitril

isokratisch Uber 32 min
Rigao =20.3+0.2min, Riga=23.0+£0.2

p-Methoxybenzamidoxim 86 % 3 mM Octylsulfonat pH 3, 14 % Acetonitril

isokratisch Uber 45 min
Rt gao =31.7 £ 0.1 min, Riga =38.1 £0.3

p-Methylbenzamidoxim 86 % 3 mM Heptylsulfonat pH 3, 14 % Acetonitril

isokratisch Uber 35 min
Rt Bao =25.6 £ 0.2 min, Riga =30.1t£04

p-Brombenzamidoxim 85 % 3 mM Heptylsulfonat pH 3, 15 % Acetonitril

isokratisch Uber 45 min
Rt Bao = 29.6 £ 0.3 min, Riga =34.1 £0.3

p-Chlorbenzamidoxim 87 % 3 mM Heptylsulfonat pH 3, 13 % Acetonitril

isokratisch tber 42 min
Rigao =33.0+ 0.4 min, Riga=38.5+0.5

p-Cyanobenzamidoxim Gradient:
A: 90 % 3 mM Heptylsulfonat pH 3, 10 % Acetonitril
B: 100 % Acetonitril
0-24 min: 100 % A
24 min: 100 % A
29 min: 70 % A, 30 % B
34 min: 100 % A
34-50 min: 100 % A
Rigro =18.3+0.2min, Ri{pa=22.7+0.2

R: a0 = Retentionszeit des para-substituierten Benzamidoxims
Risa = Retentionszeit des para-substituierten Benzamidins

Alle para-substituierten Benzamidoxime sowie die entsprechenden Benzamidine

konnten isokratisch vermessen werden. Da das pCyanobenzamidoxim trotz
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Aufarbeitung jedoch noch eine geringe Menge an Restverunreinigung enthielt, wurde

hierfir ein Gradient gewahlt.

Nach Einstellen des pH-Wertes des Eluenten auf pH 2.5 mit Phosphorsaure wurde
das Flielmittel filtriert (Sartorius-Filter, 0.45 pm) und anschlielend 15 min im
Ultraschallbad entgast.

Die Quantifizierung des Metaboliten erfolgte jeweils Uber eine 7#Punkt-Kalibrierung
mit Konzentrationswerten des jeweiligen Benzamidins zwischen 2.5 und 100 uM.
Hierzu wurde das entsprechende Benzamidin im Fliel3mittel geldst und mittels HPLC
vermessen. Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden die gleichen
Konzentrationen wie fir die Kalibrierung verwendet. Das Benzamidin wurde in
100 mM Phosphatpuffer pH 6 geldst und jeweils einem Inkubationsansatz mit 300 ug
denaturierten Mikrosomen und 0.5 mM des entsprechenden Substrats zugefugt. Die
Inkubation erfolgte 33 min bei 37 °C. Mit 300 pyl Methanol wurde abgestoppt und der
zentrifugierte Ansatz anschlieRend mitels HPLC quantifiziert. Es wurden

Wiederfindungsraten zwischen 98 und 110 % ermittelt.

3.2.3.2. Reduktion der Benzamidoxime in Abhangigkeit von der Protein-

konzentration

Die gesamten unter 3.2.3.2-3.2.3.6. beschriebenen Abhangigkeiten wurden mit
Schweinelebermikrosomen durchgefiihrt. Es wurden Inkubationsansatze, die 0.5 mM
para-substituiertes Benzamidoxim in 100 mM Phosphatpuffer pH6 enthielten, mit
steigenden Mengen an mikrosomalem Protein versetzt und 3 min bei 37°C im
Schittelwasserbad vorinkubiert. Dabei wurden jeweils Konzentrationen von 100,
200, 300, 400, 500 und 600 ug Protein je Ansatz verwendet. Die Reduktion wurde
durch Zugabe von 1 mM NADH bis zu einem Endvolumen von 300 ul gestartet und
nach 30 minutiger Inkubation bei 37 °C mit dem gleichen Volumen an Methanol
abgestoppt. Nach Zentrifugation der Ansatze wurden diese mittels HPLC wie unter
3.2.3.1. beschrieben quantifiziert. Die Proteinmenge, die zum einen ausreichende
Signalflachen lieferte und zum anderen im linearen Melbereich lag, wurde fir

nachfolgende Testungen verwendet.
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3.2.3.3. Reduktion der Benzamidoxime in Abhangigkeit von der Cosubstrat-

konzentration

Inkubationsansatze, bestehend aus 100 mM Phosphatpuffer pH 6, 0.5mM para-
substituiertem Benzamidoxim und 300 pg mikrosomalem Protein, wurden 3min bei
37 °C vorinkubiert. Die Reduktion wurde durch Zugabe von jeweils 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
1 und 1.5 mM NADH zu den Reaktionsansatzen gestartet und 30 min bei 37°C im
Schittelwasserbad aufrechterhalten. Das Endvolumen dieser Inkubationsansatze
betrug ebenfalls 300 pl. Nach Abstoppen mit der gleichen Menge an Methanol und
Zentrifugation wurde mittels HPLC (3.2.3.1.) quantifiziert. Es wurde diejenige NADH
Konzentration fur die nachfolgenden Umsetzungen verwendet, bei der sich die
Umsetzungsrate durch einen weiteren Zusatz an Cosubstrat nicht mehr steigern liel3.

3.2.3.4. Reduktion der Benzamidoxime in Abhangigkeit von der Zeit

Die Inkubationen wurden mit 0.5 mM an entsprechendem Benzamidoxim und 300 ug
mikrosmalem Protein in 100 mM Phosphatpuffer pH 6 durchgefihrt. Einer
3-minttigen Vorinkubation bei 37 °C folgte durch Zugabe von 1mM NADH das
Starten der Reaktion. Diese wurde nach 0, 5, 10, 20, 30, 40 und 60min bei ebenfalls
37 °C im Schittelwasserbad durch Zugabe der gleichen Menge Methanol wie im
Inkubationsansatz beendet. Die entstandene Menge an Metabolit wurde nach
Zentrifugieren der Ansatze mittels HPLC (3.2.3.1.) quantifiziert. Es wurde wieder die
Inkubationszeit flir nachfolgende Umsetzungen ausgewahlt, bei der zum einen eine
ausreichende Menge an Metabolit entstanden war, zum anderen die Reaktion jedoch

noch linear von der Zeit abhangig war.

3.2.3.5. Reduktion der Benzamidoxime in Abhangigkeit vom pH-Wert

Es wurden Inkubationen mit 0.5 mM entsprechendem Benzamidoxim und 300 pg
mikrosomalem Protein in 100 mM Phosphdapuffer pH 5, 5.5, 6, 6.3, 6.5, 7, 7.5 und 8
durchgefuhrt. Nach 3-minutiger Vorinkubation bei 37 °C wurde nach Zugabe von
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1 mM NADH bis zum Endvolumen von 300 pl 30 min bei 37°C im Schuttelwasserbad
inkubiert. Die Reaktion wurde mit 300 pl Methanol abgest@pt. Nach Zentrifugation
wurden die Ansatze mit Hilfe der vorher beschriebenen HPLGAnalytik quantifiziert
(3.2.3.1.). Der pH-Wert, bei dem die hochsten Umsetzungsraten ermittelt wurden,

wurde fur die weiteren Inkubationen verwendet.

3.2.3.6. Reduktion der Benzamidoxime in Abhangigkeit von der Substrat-

konzentration

Einem 100 mM Phosphatpuffer pH 6, der bereits 300 pg mikrosomales Protein
enthielt, wurden steigende Mengen an dem jeweiligen Benzamidoxim zugesetzt:
0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5 und 2 mM. Nach einer Vorinkubationszeit von 3 min
bei 37 °C wurde die Reaktion wieder durch Zugabe von 1 mM NADH bis zu einem
Endvolumen von 300 pl gestartet und 30 min ebenfalls bei 37°C im
Schittelwasserbad aufrechterhalten. Nach Beenden der Umsetzung mit gleichem
Volumen an Methanol, wurden die Ansatze bei 10000U/min zentrifugiert und mittels
HPLC (3.2.3.1.) analysiert. Wieder wurde die Konzentration ermittelt, bei der dem
Enzym bis zum Abstoppen der Reaktion gentigend Substrat fir die Reduktion zur

Verfigung stand.

3.2.3.7. Reduktion der Benzamidoxime unter optimierten Bedingungen

Die Umsetzungsraten der para-substituierten Benzamidoxime in Schweineleber
mikrosomen wurden unter optimierten Bedingungen ermittelt. Dafur wurden die unter
3.2.3.2.-3.2.3.6. ermittelten Konzentrationen, Zeiten und pH-Werte fir die Inkubation
verwendet. So wurde flr alle para-substituierten Benzamidoxime eine Umsetzung in
300 pl eines 100 mM Phosphatpuffers pH 6 durchgefihrt. Zusammen mit 0.5 mM
des jeweiligen Substrates und 300 pg mikrosomalem Potein wurde 3 min bei 37 °C
vorinkubiert und nach Zugabe von 1mM NADH die Reaktion gestartet. Nach

30 mindtiger Inkubation bei ebenfalls 37 °C wurden die Ansatze durch Zupipettieren
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von Methanol abgestoppt, zentrifugiert und schliellich chromatographischanalysiert
(3.2.2.1).

Zusatzlich wurde die Reduktion der para-substituierten Benzamidoxime mit dem
Cosubstrat NADPH anstelle von NADH geprift. Auflerdem wurden Kontrol
inkubationen unter den hier beschriebenen Bedingungen in Abwesenheit von

mikrosomalem Protein, von Substrat oder von Cosubstrat durchgefihrt.

3.2.4. Bestimmung von enzymkinetischen Parametern

Zur Ermittlung der maximal maoglichen Umsetzungsraten v,.x und der Michaelis-
Menten-Konstante K., der einzelnen para-substituierten Benzamidoxime wurde die
Enzymaktivitat in Abhangigkeit von der Substratkonzentration, wie bereits unter
3.2.3.6. beschrieben, bestimmt. Es wurden dem entsprechende Inkubationen mit drei
verschiedenen Chargen an Schweinelebermikrosomen durchgefiihrt, um natirliche
Schwankungen im biologischen Material auszuschliellen. Es wurden jedoch auch
Umsetzungen mit einem gereinigten Enzymsystem aus dem Schwein analog hierzu
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurden 5 pg isolierte BenzamidoximReduktase,
0.35 U NADH-Cytochrom bs Reduktase sowie 75 pmol Cytochrom bs zusammen mit
40 pM DLPC in 100 mM Phosphatpuffer pH 6 gelost. Steigende Mengen an
entsprechendem Benzamidoxim wurden dem Ansatz zugeflgt. Dabei wurden fur
jedes Substrat mindestens 6 verschiedene Konzentrationen im Bereich von 0.05 bis
4 mM Substrat ausgewahlt. Nach 3 minltiger Vorinkubation und anschlieRender
Zugabe von 1 mM NADH wurden die Reaktionsansatze bei 37 °C im
Schittelwasserbad inkubiert. Das Ansatzvolumen fur die Umsetzung im
rekonstituierten System betrug lediglich 150 yl undes wurde mit der gleichen Menge
an Methanol abgestoppt. Die weitere Vorgehensweise entsprach der fir die Testung

mit Schweinelebermikrosomen verwendete.

Die maximale Umsetzungsrate sowie die MichaelisMenten-Konstante fir die
einzelnen Substrate wurde durch hyperbole Regression ermittelt. Hieraus konnte
schliel3lich die Katalytische Effizienz, der Quotient aus wax und K, abgeleitet

werden.
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3.2.5. Korrelation mit den Hammettschen c,.,-Konstanten

Der elektronische Einflul des Substituenten in para-Stellung auf die Reduktase-
Aktivitat in Schweinelebermikrosomen sowie im rekonstituierten System des
Schweins sollte Uberprift werden. Es wurde versucht, die ermittelten maximalen
Umsetzungsraten (3.2.3.6.) mit den aus der Literatur entnommenencpaa-Konstanten
[Gould, 1962] nach Hammett zu korrelieren. Hierzu wurden die logarithmierten yhax-
und 1/Kn-Werte sowie die katalytische Effizienz der verschiedenen para-
substituierten Benzamidoxime graphisch gegen die entsprechenden cpas-Konstanten
aufgetragen und eine lineare Regressionsgerade durch die einzelnen Melpunkte

gelegt.

3.2.6. Bestimmung der Lipophilie der Benzamidoxime und

Benzamidine

Eine indirekte Methode zur Bestimmung der Lipophilielonstanten log P wurde
gewahlt. Hierfir wurde folgende HPLG-Analytik in Anlehnung an Kaup [1996]
verwendet. Es wurden jeweils Verdinnungen der verschiedenenpara-substituierten
Benzamidine und Benzamidoxime injiziert. In gleicher Weise wurden die log k-*Werte

von Benzamid, p-Methylbenzamid und p-Ethylbenzamid bestimmt.

HPLC-Pumpe: Waters 590 HPLC Pump, Waters, Milford, CT, USA

Detektor: Waters 486, UV-Detektor, Waters, Milford, CT, USA

Integrator: Waters 746 Data Moduls, Waters, Milford, CT, USA

Stationare Phase: Superspher® 60, RP select B-Saule 100 mm (Fa. Merck)
Vorsaule RP-Select B (5um) 4 x 4 mm (Fa. Merck)

Mobile Phase: 9.6 mM Phosphatpuffer pH 7.2, 140 mM NaCl, oktanot
gesattigt

Detektion: UV, 215 nm

FluBrate: 0.3 ml/ min

Injektionsvolumen: 20 pl

139



STRUKTUR-AKTIVITATS-BEZIEHUNGEN DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

3.2.7. Reduktion von meta-substituierten Benzamidoximen

3.2.7.1. Reduktion von m-Methylbenzamidoxim

Es wurde eine Inkubation mit m-Methylbenzamidoxim, wie unter 3.2.3.7.
beschrieben, mit Schweinelebermikrosomen durchgefuhrt. Hierbei wurden ebenfalls
jeweils Komplettansatze mit NADH oder NADPH verwendet. Zudem wurde das
Entstehen des Metaboliten in Abwesenheit des Substrates, des Cosubstrates oder

des mikrosomalen Proteins gepruft.

Wieder wurde das m-Methylbenzamidin mittels HPLC quantifiziert. Dabei wurde des
gleiche chromatographische System verwendet, wie bereits fir das pMethyl-
benzamidoxim beschrieben (3.2.3.1.). Die Retentionszeit betrug fur mMethyl-
benzamidoxim 20.7 + 0.1 min, fir m-Methylbenzamidin 24.5 + 0.1 min. Es wurde
eine 7-Punkt-Kalibrierung im Bereich von 1 bis 100 pyM durchgefiihrt. Die
Wiederfindungsrate betrug 127 %.

3.2.7.2. Reduktion von m-Nitrobenzamidoxim

Die Reduktion von m-Nitrobenzamidoxim in Schweinelebermikrosomen wurde
ebenfalls wie unter 3.2.3.7. beschrieben geprift. Das HPLGSystem fur die
Quantifizierung des Metaboliten entsprach hierbei dem des fur das
p-Nitrobenzamidoxim verwendeten (3.2.3.1.). Lediglich das FlieBmittel unterschied
sich im Mischungsverhaltnis der beiden Komponenten. Der Eluent setzte sich aus
86 % 3 mM Octylsulfonat pH 3 und 14 % Acetonitril zusammen. Die Laufzeit betrug
30 min, in denen das m-Nitrobenzamidoxim eine Retentionszeit von 21.4+ 0.3 min
besall, wahrend das m-Nitrobenzamidin nach 24.4 + 0.1 min eluiert wurde. Auch
hier wurde eine 7-Punkt-Kalibrierung im Bereich von 1 bis 100 yM durchgefiihrt. Die
Wiederfindungsrate betrug 132 %.
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3.2.8. Umsetzung weiterer Substrate durch die Benzamidoxim-
Reduktase (CYP2D)

3.2.8.1. Reduktion von RO 48-3656

Die Umsetzungen wurden, wie unter 2.2.1.3.8. fir die humane Benzamidoxim
Reduktase (CYP2A6) beschrieben, durchgefiihrt. Im Gegensatz dazu wurden hierbei
lediglich 5 pg der gereinigten P450-Fraktion eingesetzt.

3.2.8.2. 25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin D3

Die Inkubationen wurden, wie unter 2.2.2.2.5. beschrieben, sowohl mit t-Hydroxy-
vitamin Ds; als auch mit Vitamin Ds; durchgefuhrt. Anstelle des humanen
Enzymsystems wurde hierfir die gleiche Menge an BenzamidoximReduktase aus

dem Schwein verwendet.

3.2.8.3. Reduktion von Benzamidoxim durch die 1a-Vitamin Ds;-Hydroxylase

Die Reduktion von Benzamidoxim erfolgte analog dem unter 2.2.1.3.6.
beschriebenen Verfahren fur das humane rekonstituierte System. Hierbei wurden
sowohl fir die Benzamidoxim-Reduktase (CYP2D) aus dem Schwein als auch fir die

Hydroxylase 5 ug Protein fur die Reduktion eingesetzt.
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3.3. Ergebnisse

3.3.1. Gewinnung der Enzymquellen

Es wurden drei verschiedene Chargen Schweinelebermikrosomen mit Protein
konzentrationen von 47.02, 64.20 und 70.14 mg/ml bei einem P450Gehalt von 0.75,
0.46 und 0.53 nmol P450/min/mg Protein gewonnen, mit denen jeweils die
Abhangigkeit der Umsetzungsrate von der Substratkonzentration untersucht wurde.
Nur mit einer der Chargen wurden die weiteren Einflisse von pHWert,
(Co-)Substratkonzentration sowie der Inkubationszeit zur Ermittlung der optimalen
Inkubationsbedingungen getestet.

Die drei fur die Inkubation mit dem rekonstituierten System bendétigten Komponenten
wurden in ausreichender Reinheit aus Schweinelebermikrosomen gewonnen. Die
Benzamidoxim-Reduktase wurde mit einem Proteingehalt von 2.51 mg/ml sowie
einem spezifischen P450-Gehalt von 2.64 nmol/mg isoliert. An dieser Stelle méchte
ich mich bei Silke Friedrich bedanken, die mir einen groRen Teil der von ihr
gereinigten Benzamidoxim-Reduktase zur Durchfiihrung dieser Studie Uberlassen
hat (Proteingehalt: 7.37 mg/ml, P450-Gehalt: 2.33 nmol/mg). Das Cytochrom bs
wurde mir freundlicherweise von Rieckert und Behrens zur Verfiigung gestellt
(Gehalt: von 36.85 nmol/ml). Die NADH-Cytochrom bs-Reduktase wurde mit einer
Ferricyanid-Reduktase-Aktivitat von 173 U/ml nach dem unter 3.2.1.2.2.

modifizierten Verfahren gewonnen.

3.3.2. Synthese der para- und meta-substituierten Benzamidoxime

und Benzamidine

Die meisten der para-substituierten Benzamidoxime und Benzamidine waren bereits
im Arbeitskreis vorhanden. Diese wurden mitels 'H-NMR-Spektren auf ihre Identitat
sowie Reinheit Uberpruft. Fehlende oder stark verunreinigte Substrate und
Metaboliten wurden freundlicherweise von Frau Konig unter Anleitung von Herrn
Dr. Girreser nach literaturbekannter Vorschrift [Kriger, 1885; Stephenson et al.,
1969; Clement, 1985; Moss, 1985; Zimmermann,1987; Judkins, 1996] synthetisiert
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bzw. aufgearbeitet. Das para-substituierte Cyanobenzamidoxim und das
dazugehorigen Amidin waren so stark verunreinigt, dal} weitere Aufreinigungsschritte
nétig waren. Das p-Cyanobenzamidin wurde hierfir mit Wasser ausgeschittelt,
wahrend Fremdbestandteile im p-Cyanobenzamidoxim mittels Toluol ausgewaschen

wurden.

3.3.2.1. Benzamidoxime
Die Benzamidoxime (p-Methyl, p-Methoxy, p-Brom, p-Chlor, p-/m-Nitro, p-Cyano)
konnten gemal der Tiemann-Reaktion [Tiemann, 1884] dargestellt werden. Durch

nukleophile Addition eines Hydroxylamins an das entsprechend substituierte
Benzonitril konnten die Benzamidoxime direkt gewonnen werden (Abb. 34).

R NH,O0H R —Oon
CN
Methanol
Benzonitril Benzamldoxm

Abb. 3-4 Synthese der Benzamidoxime durch die Tiemann-Reaktion [Tiemann, 1884].

3.3.2.2. Benzamidine

Die Synthese der Benzamidine (p/m-Nitro, p-/m-Methyl, p-Methoxy, p-Brom,
p-Chlor) erfolgte mit Ausnahme des p-Cyanobenzamidin nach dem PinnerVerfahren
[Pinner, 1883]. Dabei geht man von dem entsprechenden Nitril aus und gelangt tGber
Imidoester zu den Amidinen (Abb. 3-5).
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I —_+
R NaOMe H - NHs R NH
CN —» N/ Cl —»
Methanol
MeO \H NH,
Nitril B Imidoester o Benzamidin

Abb. 3-5. Synthese der Benzamidine nach dem Pinner-Verfahren [Pinner, 1883].

Das p-Cyanobenzamidin konnte mit Hilfe des SandmeyerVerfahrens synthetisiert
werden [Sandmeyer, 1884]. Hierfir entwickelte Zimmermann eine Methode, bei der
ausgehend von p-Aminobenzamidin zunachst eine Diazotierung mit Hilfe von
Natriumnitrit durchgefiihrt wurde [Zimmermann, 1987]. Durch weitere Umsetzung mit

Kupfer(l)cyanid entstand schlieBlich das entsprechende Amidin (Abb. 36).

2% -
NH, NaNO2/ NH,
H3NW 201" - NrQ—/( 201
NH2 NH2
- p-Aminobenzamidin o — _
B T+
NH,
Cu(l)CN _
— NC cl
NH,

p-Cyanobenzamidin

Abb. 3-6. Synthese des p-Cyanobenzamidins nach dem Sandmeyer-Verfahren
[Sandmeyer, 1884].
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3.3.3. Charakterisierung der Reduktion von Benzamidoximen

Samtliche para-substituierten Benzamidoxime zeigten in Phosphatpuffer pH 6.0 die
hochsten Umsetzungsraten. Bei Verwendung von 300pg mikrosomalem Protein in
300 pl-Inkubationsansatzen war die Reduktion linear ansteigend in Abhangigkeit von
der Proteinmenge. Auch erwies sich die Entstehung des Metabditen Uber einen
Zeitraum von 30 min als linear. Das Cosubstrat NADH wurde in 1 mM Konzentration
der Umsetzung zugefuigt, obwohl eine 0.5mM Menge ausreichend gewesen ware,
um eine Sattigung des Enzyms mit NADH zu gewahrleisten. Fur alle untersuchten
Verbindungen fiihrte eine 0.5 mM Konzentration des jeweiligen Benzamidoxims zu
einer Sattigung des Enzymsystems in Schweinelebermikrosomen. Lediglich flrpara-
Cyanobenzamidoxim wurde hierfir eine Menge von etwa 1.5 mM bendtigt. Unter
diesen aufgefuhrten optimierten Bedingungen fir das Enzymsystem wurde die
Reduktion aller para-substituierten Benzamidoxime durch Schweineleber
mikrosomen getestet. Es wurde zusatzlich das Reduktionsaquivalent NADH gegen
NADPH ausgetauscht. Die Abwesenheit von mikrosomalem Protein, Wsubstrat oder
Substrat fihrte zu keiner Reduktion. Die Ergebnisse der Umsetzungen der einzelnen
Amidoxime mit NADH bzw. NADPH sind in Abbildung 37 dargestellit.

Aus dieser Abbildung geht eindeutig hervor, dal3 fur die Reduktion samtlicher
Substrate mit NADH als Cosubstrat die jeweils hoheren Umsetzungsraten zu
detektieren waren als mit NADPH. Unter den optimierten Bedingungen zeigten mit
NADH p-Brom-, p-Chlor- sowie p-Methoxybenzamidoxim die hochsten
Umsetzungsraten von 5.63 = 0.15 nmol p-Bromobenzamidin/min/mg, 5.56 + 0.38
nmol p-Chlorbenzamidin/min/mg bzw. 5.65 + 0.16 nmol p-Methoxybenz-
amidin/min/mg Protein. Die geringste Aktivitdat von 2.44 + 0.08 nmol p-Nitro-
benzamidin/min/mg Protein war hierbei flr das p-Nitrobenzamidoxim zu verzeichnen.
Ahnliche Ergebnisse wurden durch die Umsetzung mit NADPH erzielt. Die Substrate
p-Methoxy- und p-Brombenzamidoxim zeigten wieder die hochste Reduktaseaktivitat
(3.27 £ 0.19 nmol p-Methoxybenzamidin/min/mg, 3.15 + 0.07 nmol p-Brom-
benzamidin/min/mg Protein). Die geringste Umsetzungsrate mit 0.80 + 0.01 nmol
p-Nitrobenzamidin/min/mg Protein liel3 sich auch hier fir das pNitrobenzamidoxim

erkennen.
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p-Br p-Cl p-CN p-NO, p-CH, p-OCH,
Abb. 3-7. Umsetzung der para-substituierten Benzamidoxime zu den

entsprechenden Amidinen unter Verwendung von NADH sowie NADPH
als Reduktionsédquivalent (n =4). Angegeben ist nur der Substituent in

para-Stellung.

3.3.4. Bestimmung von enzymkinetischen Parametern

Die Umsetzungsraten der verschiedenen para-substituierten Benzamidoxime in
Abhangigkeit von der Substratkonzentration wurden mit drei verschiedenen Chargen
Schweinelebermikrosomen und mit dem rekonstituierten System aus dem Schwein
bestimmt. Alle getesteten para-substituierten Benzamidoxime wurden sowohl in
Mikrosomen als auch im rekonstituierten System gemafR der MichaelisMenten-
Kinetik zu den korrespondierenden Benzamidinen reduziert. Die MichaelisMenten-

Konstante (K,) sowie die maximalen Umsetzungsraten (wnax) konnten daher durch
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hyperbole Regression ermittelt werden. Abbildung 38 gibt exemplarisch fur einige
Benzamidoxime die hyperbole Regression wieder. Abgebildet sind jeweils nur das
Substrat mit der hdchsten und der niedrigsten maximalen Umsetzungsrate im

Vergleich mit Benzamidoxim.

8 _
3 AT %
° }/ — ~ p-Cyanobenzamidoxim
| - —
a e
@ © -
£ el
£ /
S,
= / ® -*
% Benzamidoxim
g
@ —
X 21/ . T p-Nitrobenzamidoxim
o 2 s
° yd
E P J
= e
0

0,00 025 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00
Substratkonzentration [mM]

Abb. 3-8. Darstellung der Abhédngigkeit der Umsetzungsrate von der
Substratkonzentration fiir Benzamidoxim, p-Cyanobenzamidoxim und

p-Nitrobenzamidoxim als hyperbole Regression.

Die ermittelten maximalen  Umsetzungsraten fir die Reduktion in
Schweinelebermikrosomen sowie im rekonstituierten System sind in Tabelle 33

zusammengefalit.
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Tab. 3-3. Maximale Umsetzungsraten der Reduktion verschiedener para-
substituierter Benzamidoxime durch Schweinelebermikrosomen (n = 12)

und das rekonstituierte Enzymsystem (n = 4).

Vmax [nmol Metabolit/min/mg Protein]

Substrat Schweinelebermikrosomen  rekonstituiertes System
p-Cyanobenzamidoxim 8.75+0.57 240.50
p-Methoxybenzamidoxim 7.50+1.10 213.40
p-Chlorbenzamidoxim 5.68 +1.71 217.50
p-Brombenzamidoxim 5.75+1.28 160.20
p-Methylbenzamidoxim 5.09+1.29 105.00
Benzamidoxim 448 +£0.79 107.80
p-Nitrobenzamidoxim 3.60+1.24 43.40

Die Signifikanz der in Schweinelebermikrosomen ermittelten Maximalgeschwindig
keiten fir die Reduktion der Benzamidoxime wude auf dem Signifikanzniveau von
95 % gepruft. AuBer fur das p-Cyano- (P = 0.002) sowie das p-Methoxy-
benzamidoxim (P = 0.02) waren die Unterschiede in den maximalen Umsetzungs
raten zum Benzamidoxim im student’s ttest nicht signifikant (P > 0.05). Das
p-Cyano-substituierte Derivat erwies sich als signifikant unterschiedlich zu allen
anderen Substraten (P von 0.003 bis 0.04), auRer zum pMethoxybenzamidoxim (P =
0.16). Dieses zeigte weiterhin einen signifikant unterschiedlichen vy, x-Wert im
Vergleich mit dem p-Nitrobenzamidoxim (P = 0.015). Der Unterschied aller anderen
in der Tabelle aufgefiihrten Umsetzungsraten war nicht signifikant.

Die Uberpriifung der Ergebnisse mit dem student’s ttest konnte nur fir die
Reduktion in Schweinelebermikrosomen durchgefthrt werden, da die Inkubation im
rekonstituierten System nur jeweils einmal fir jedes Substrat erfolgte, da aus den
aufwendigen Reinigungen groflere Enzymmengen nicht bereit gestellt werden
konnten. Alle para-substituierten Benzamidoxime wurden mit hohen Unsetzungs-
raten reduziert.

Ein weiterer wichtiger Parameter, der hier bestimmt wurde, war die Michaelis

Menten-Konstante. Zur besseren Ubersicht wurden die ermittelten K,-Werte der
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einzelnen para-substituierten Benzamidoxime ebenfalls in einer Tabelle

zusammengefaldt (Tab 3-4).

Tab. 3-4. K..-Werte der verschiedenen para-substituierten Benzamidoxime in
Schweinelebermikrosomen (n= 12) sowie im rekonstituierten

Enzymsystem (n = 4).

Michaelis-Menten-Konstante [uM]

Substrat Schweinelebermikrosomen  rekonstituiertes System
p-Nitrobenzamidoxim 657.3 £ 872.7 1374.6
Benzamidoxim 260.3 £ 18.3 174.4
p-Methoxybenzamidoxim 100.1 +10.0 202.1
p-Cyanobenzamidoxim 92.7 +58.0 1996.7
p-Brombenzamidoxim 87.0+£32.7 301.2
p-Chlorbenzamidoxim 82.5+14.7 237.4
p-Methylbenzamidoxim 78.9+23.7 85.0

Wieder wurde der student’s ttest nur fir die K,-Werte der para-substituierten
Benzamidoxime in Schweinelebermikrosomen durchgefiihrt. Hier zeigten alle
Substrate einen signifikant unterschiedlichen Wert im Verglech zum unsubstituierten
Derivat (P < 0.05) mit Ausnahme des p-Cyanobenzamidoxims (P = 0.11). Die
Michaelis-Menten-Konstante des p-Nitrobenzamidoxim wies weiterhin einen
signifikanten Unterschied zum p-Brom- (P = 0.02) sowie p-Methylbenzamidoxim (P =
0.01) auf. Alle anderen gemessenen Daten zeigten keine Signifikanz im student’s
t-test (P > 0.05).

SchlieRlich wurde der Quotient aus wnax und K, gebildet und somit die katalytische
Effizienz fur die Reduktion in Schweinelebermikrosomen sowie im rekonstituierén
Enzymsystem ermittelt. Ein Vergleich der Katalytischen Effizienz k¢ dieser Reaktion
in Mikrosomen sowie im gereinigten Enzymsystem zeigt Tabelle 35.
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Tab. 3-5. Katalytische Effizienz der Reduktion von para-substituierten
Benzamidoximen in Schweinelebermikrosomen (n = 12) sowie im

rekonstituierten Enzymsystem (n = 4).

Katalytische Effizienz [I/min/mg Protein]

Substrat Schweinelebermikrosomen  rekonstituiertes System
p-Methoxybenzamidoxim 7.54-10° +1.39-10° 1.06-10°°
p-Chlorbenzamidoxim 7.1110°+1.33.10° 7.95.10%
p-Brombenzamidoxim 6.79-10° + 1.73.10° 5.32.10™
p-Cyanobenzamidoxim 6.38-10° + 2.84.10° 1.20-10™
p-Methylbenzamidoxim 5.9510° + 1.56-10° 1.24-10°3
p-Nitrobenzamidoxim 3.7210°+3.30-10° 3.16:10°
Benzamidoxim 3.38-10° +0.47.10° 6.18-10™

Bei der Katalytischen Effizienz der Reduktion derpara-substituierten Benzamidoxime
in Schweinelebermikrosomen konnte lediglich fir das unsubstituierte Derivat ein
signifikanter Unterschied zum p-Methoxy- (P = 0.008), zum p-Chlor- (P = 0.01) sowie
zum p-Brombenzamidoxim festgestellt werden. Alle anderen kKeg-Werte erwiesen sich
nicht als signifikant unterschiedlich im student’s ttest (P > 0.05). Fir samtliche para-

substituierten Benzamidoxime wurde eine grol3e katalytisthe Effizienz ermittelt.

3.3.5. Korrelation mit den Hammettschen c,,.-Konstanten

Eine Korrelation der ermittelten vnax-Werte mit den Hammettschen cpara-Konstanten
wurde angestrebt. Hierfir wurden jeweils die logarimierten maximalen
Umsetzungsraten gegen die entsprechende Substituentenkonstante cyara graphisch
aufgetragen und eine Regressionsgerade durch die einzelnen Datenpunkte gelegt.
Es ergab sich weder mit Schweinelebermikrosomen noch mit dem rekonstituierten

System eine Korrelation der vina-Werte mit den Hammetschen cpa—Konstanten.
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Die Uberpriifung des Einflusses der Hammett-Konstanten auf den logarithmierten
Kehrwert der MichaelissMenten-Konstante des rekonstituierten Systems zeigte
jedoch eine lineare Abhangigkeit beider Parameter mit einem Korrelations
koeffizienten von 0.812 (Abb. 3-9). Hieraus ergab sich folgende Beziehung:

log 1/Km = -1.69 ¢ + 4.415

Diese Korrelation gilt jedoch nur fiir das rekonstituierte System. Die Uberpriifung der

mikrosomalen log 1/Kn-Werte lieRen keinen Zusammenhang mit den Hammett
Konstanten erkennen.

0,55 ~
0,50
0,45

0,40

log 1/K

0,35

0,30

0,25

Hammett Konstantec

Abb.3-9. Korrelation der im rekonstituierten Enzymsystem ermittelten log 1/K,-
Werte der N-Reduktion para-substituierter Benzamidoxime mit den

o-Konstanten nach Hammett. Angegeben ist jeweils nur der Substituent in
para-Stellung.
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Beim Auftrag der logarithmierten katalytischen Effizienz gegen die jeweilige
Hammett-Konstante konnte ebenfalls eine lineare Regression mit einem etwas
hoéheren Korrelationskoeffizienten von 0.851 ermittelt werden (Abb. 310). Beide

Parameter stehen durch folgende Gleichung miteinander in Beziehung:
|Og KEff =-1.356 ¢ - 3.129

Diese Korrelation liel3 sich wiederum nur fir die gereinigten Enzyme und nicht flr
das mikrosomale System ermitteln.
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Abb. 3-10. Korrelation der im rekonstituierten Enzymsystem ermittelten
Katalytischen Effizienz der N-Reduktion para-substituierter

Benzamidoxime mit den c-Konstanten nach Hammett.
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Fur die N-Reduktion para-substituierter Benzamidoxime konnte folglich eine
Abhangigkeit der Katalytischen Effizienz sowie der MichaelisMenten-Konstante des
rekonstituierten Systems von elektronischen Einflissen des Substituenten gezeigt
werden. FUr die Reduktion in Schweinelebermikrosomen konnte eine solche

Korrelation nicht ermittelt werden.

3.3.6. Bestimmung der Lipophilie der Benzamidoxime und

Benzamidine

Die log k’-Werte der para-substituierten Benzamidoxime wurden mit Hilfe der in
3.2.6. beschriebenen HPLC-Methode ermittelt. Durch einen mit Oktanol gesattigten
Phosphatpuffer erfolgte das dynamische coaten einer RP18-Saule mit dieser stark
lipophilen Substanz. Der auf dem Tragermaterial haftende OktanotFilm bildete die
stationare Phase des Systems, wahrend der oktanolgesattigte Phosphatpuffer als
mobile Phase fungierte. Es wurden jeweils Verdinnungen der verschiedenenpara-
substituierten Benzamidoxime und Benzamidine injiziert. Diese konnten sich nun,
ihren physikochemischen Eigenschaften entsprechend, zwischen der lipophilen
stationaren und der hydrophilen mobilen Phase verteilen. Lipophile Substanzen
|6sten sich besser in dem Oktanolfiim als hydrophile, womus sich langere
Retentionzeiten ergaben. Die Lipophiliekonstante errechnet sich aus der
Retentionszeit der einzelnen Amidoxime und Amidine sowie der mit Uracil
bestimmten Todzeit und wird hier im Gegensatz zur Ausschuittelmethode als log k’
bezeichnet:

tr - to
to

log k'=log

tr = Gesamtretentionszeit, § = Todzeit

Zur Ermittlung der entsprechenden log P-Werte der para-substituierten

Benzamidoxime und Benzamidine wurden ebenfalls die Lipophiliekonstanten log k’

von drei Standardsubstanzen, wie beschrieben, bestimmt. Hierfir verwendet wurden

Vertreter einer homologen Reihe (Benzamid, p-Methylbenzamid sowie p-Ethyl-

benzamid), von denen die log P-Werte der Literatur entnommen werden konnten.
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Durch eine graphische Korrelation dieser literaturbekannten Werte mit den
experimentell ermittelten log k’-Werten erhielt man eine Geradengleichung, aus der
sich die entsprechenden log P-Werte der Amidoxime bzw. Amidine berechnen liel3en
(Abb. 3-11).

1,5
p-Ethylbenzamid

1,0 A
x p-Methylbenzamid
o *
o

0,5 -

. =1,0012x - 0,4118
Benzamid y2 _
r-=0,9983
0,0 ‘ ‘ ‘ |
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

log P

Abb. 3-11.  Korrelation der gemessenen log k’-Werten mit den literaturbekannten
log P-Werten der drei Standardsubstanzen Benzamid, p-Methylbenzamid

und p-Ethylbenzamid.

Da die drei verwendeten Standardsubstanzen einer homologen Reihe angehdren,
konnte eine hohe Korrelation zwischen den ermittelten log k= und den log P-Werten
der Literatur erzielt werden. Mit Hilfe der sich hieraus ergebenden Geradengleichung
wurden die log P-Werte der einzelnen para-substituierten Benzamidoxime und
Benzamidine ermittelt. Aus den gemessenen Daten konnte weiterhin die
Hydrophobie-Konstante ny nach Hansch und Leo [1979] fur jeden einzelnen

Substituenten berrechnet werden. Hierfir wurde die Differenz aus den experimentell
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ermittelten log P-Werten der para-substituierten Benzamidoxime und der
unsubstituierten Verbindung gebildet. Bne Ubersicht der Lipophilie-Daten der

Benzamidoxime zeigt Tabelle 3-6.

Tab. 3-6. Bestimmung der Lipophilie der para-substituierten Benzamidoxime.
Substanz log k” log P Tix
p-Cyanobenzamidoxim -0.06 0.35 -0.12
Benzamidoxim 0.06 0.47 0
p-Methoxybenzamidoxim 0.20 0.61 0.14
p-Nitrobenzamidoxim 0.39 0.80 0.33
p-Methylbenzamidoxim 0.60 1.01 0.54
p-Chlorbenzamidoxim 0.94 1.35 0.89
p-Brombenzamidoxim 1.15 1.56 1.09

Die Benzamidoxime sind entsprechend ihrer Lipophilie geordnet. Die Substanz mit
der kleinsten Hydrophobie-Konstante, hier das p-Cyanobenzamidoxim, besitzt die
grofte Hydrophilie. Es ist das einzige Amidoxim, welches hydrophiler als die
unsubstituierte Verbindung ist. Alle anderen besitzen eine groRere Lipophilie als das
Benzamidoxim selbst. Das p-Brombenzamidoxim stellt in dieser Reihe die lipophilste

Verbindung dar.
Auch die Lipophilie der bei der Reduktion der Benzamidoxime entstehenden

Metaboliten wurde Uberprift. Eine Ubersicht (ber die ermittelten Daten der

Benzamidine ist in Tabelle 3-7 gezeigt.
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Tab. 3-7. Bestimmung der Lipophilie der para-substituierten Benzamidine.
Substanz Log k’ Log P Tix
p-Cyanobenzamidin -0.17 0.24 -0.48
p-Nitrobenzamidin 0.11 0.52 -0.20
Benzamidin 0.31 0.72 0
p-Methoxybenzamidin 0.67 1.08 0.35
p-Methylbenzamidin 0.83 1.24 0.52
p-Chlorbenzamidin 0.93 1.34 0.62
p-Brombenzamidin 1.10 1.51 0.79

Hier besitzen p-Cyano- und p-Nitrobenzamidin hydrophilere Eigenschaften als das
Benzamidin selbst, wahrend alle anderen Verbindungen eine grof3ere Lipophilie
aufweisen.

Man erkennt sowohl fir die Benzamidoxime als auch fir die Benzamidine
wesentliche Unterschiede in der Lipophilie, die allein durch den Substituenten in
para-Stellung verursacht werden. Eine Korrelation dieser Daten mit den
enzymkinetischen Parametern (s. 3.3.4.) war jedoch weder fir das rekonstituierte

noch fir das mikrosomale Enzymsystem mdglich.

3.3.7. Reduktion von meta-substituierten Benzamidoximen

Das m-Methylbenzamidoxim wurde mit einer Umsetzungsrate von 3.63+ 0.19 nmol
m-Methylbenzamidin/min/mg Protein reduziert. Bei Verwendung von NADPH als
Cosubstrat verminderte sich die Aktivitat auf 1.30+ 0.16 nmol/min/mg Protein. Das

Fehlen von Substrat, Cosubstrat oder mikrosomalem Protein fuhrte zu keiner
Reduktion.
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Die Umsetzung von m-Nitrobenzamidoxim erfolgte mit einer Aktivitat von 1.04 +
0.01 nmol m-Nitrobenzamidin/min/mg Protein bei Verwendung von NADH als
Cosubstrat und 0.44 + 0.03 nmol/min/mg mit NADPH als Reduktionsaquivalent. Auch
hier konnte bei Abwesenheit einer der oben genannten Komponenten keine
Reduktion nachgewiesen werden.

3.3.8. Umsetzung weiterer Substrate durch die Benzamidoxim
Reduktase

3.3.8.1. Reduktion von RO 48-3656

Ein weiteres potentielles Substrat der aus Schweinelebermikrosomen isolierten
Benzamidoxim-Reduktase wurde untersucht. Hierfir wurde die freie Saure des
prodrugs Sibrafiban, namlich RO 483656, ein Glycoprotein Ilb/llla-Rezeptor-
Antagonist der Firma Hoffmann La Roche, verwendet. Die Substanz enthalt eine
Amidoxim Struktur, deren Reduktion zum Amidin zur eigentlichen Wirkform fihrt. Das
Prodrug RO 48-3656 wurde hierbei von der Benzamidoxim-Reduktase im
rekonstituierten System mit einer Aktivitat von 21.15+ 2.07 nmol RO 44-3888/min/mg
Protein umgesetzt (Abb. 3-12).

CYP2D
Cytochrom by
SN bs-Reduktase NH
Il Il
,C O\ NADH ,C O\
\©\”/ 0" > CooH \©\ﬂ/ 0™ cooH
RO 48-3656 RO 44-3888

Abb. 3-12.  Aktivierung des prodrugs RO 48-3656 durch das rekonstituierte System

des Schweins.

157



STRUKTUR-AKTIVITATS-BEZIEHUNGEN DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

3.3.8.2. 25-Hydroxylierung von 1a-Hydroxyvitamin D3

Im Arbeitskreis von Wikvall wurde die unter 3.2.1.2.1. aus Schweinelebermikrosomen
isolierte Benzamidoxim-Reduktase im Vergleich mit der von Wikvall gereinigten
Vitamin Ds-25-Hydroxylase [Axén 1992] auf die Fahigkeit zur 25Hydroxylierung von
1a-Vitamin D3 untersucht. Beiden Enzymen war es moglich, dieses Substrat zu
metabolisieren (Abb. 3-13). Dabei ergaben sich fur 2 verschiedene Chargen an 25
Hydroxylase Umsetzungsraten von 2.24 und 5.60 nmol 1o,25-Dihydroxyvitamin
Ds/min/mg Protein, wahrend die Benzamidoxim-Reduktase das Substrat mit einer
Aktivitat von 0.225 nmol 1a,25-Dihydroxyvitamin D; /min/mg Protein zu hydroxylieren
vermochte. Bei einer weiteren Charge an gereinigter BenzamidoximReduktase aus
Schweineleber war weniger als 40 pmol 1a,25-Dihydroxyvitamin Ds/min/mg zu
detektieren. Die 25-Hydroxylase besal® eine deutlich hdhere Aktivitat als die

Reduktase.

OH
25-Hydroxylase oder |
CYP2D (Schwein),
P450-Reduktase, |
CH, NADPH _ CH,
25-Hydroxylierung
HO R HO R
R=H, Vitamin D, R=H, 25-Hydroxyvitamin D,
R =0OH, 1a-Hydroxyvitamin D, R =0H, 10,25-Dihydroxyvitamin D,

Abb. 3-13.  25-Hydroxylierung von Vitamin D; und 1a-Hydroxyvitamin D; durch die
Vitamin D3-25-Hydroxylase sowie durch das Cytochrom P450 Isoenzym
2D.
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3.3.8.3. Reduktion von Benzamidoxim durch die 1a-Vitamin Ds;-Hydroxylase

Zum Vergleich der 1a-Vitamin D3 25-Hydroxylase mit der Benzamidoxim-Reduktase
wurden beide Enzyme auf ihre Reduktaseaktivitat Uberprift. Dabei zeigten beide
Proteine gleich hohe Umsetzungsraten von 8.0 nmol Benzamidin/min/mg Protein flr

die Hydroxylase und 8.2 nmol Benzamidin/min/mg Protein fir die Reduktase (Abb.
3-14).

CYP2D (Schwein) oder
25-Hydroxylase

Cytochrom by
bs-Reduktase,

N—OH NH
/
@ & NADH S @ R
WH, N-Reduktion H,
Benzamidoxim Benzamidin

Abb. 3-14.  Reduktion von Benzamidoxim durch das rekonstituierte System mit
CYP2D oder der Vitamin D;-25-Hydroxylase.
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3.4. Diskussion

Die N-Reduktion samtlicher getesteten para-substituierten Benzamidoxime konnte
sowohl mit Schweinelebermikrosomen als auch mit dem rekonstituierten Enzym
system nachgewiesen werden (Abb. 3-15). Die umgekehrte Reaktion, die
N-Hydroxylierung der Benzamidine, wurde in einer vorangegangenen Arbeit von
Zimmermann untersucht. Dabei wurden jeweils die gleichen Substituenten inpara-
Stellung zur Amidin- bzw. Amidoxim-Funktion verwendet. Die N-Oxidation von
p-Nitrobenzamidin konnte in vitro nicht gezeigt werden [Clement und Zimmermann,
1988], wahrend die Reduktion der entsprechenden pNitro-Verbindung in dieser

Studie detektiert werden konnte.

mikrosomales Enzymsystem

(CYP2D, Cytochrom bs,
bs-Reduktase)

N—OH
. O NADH /) NH
R C\ = R C
NH, N-Reduktion \

NH,

R = OCH,, CH;, Br, CI, CN, NO,

Abb. 3-15.  N-Reduktion para-substituierter Benzamidoxime durch ein mikrosomales
Enzymsystem aus CYP2D, Cytochrom bs und NADH-Cytochrom b;
Reduktase.

Die Reaktionsbedingungen, unter denen die Reduktion am effektivsten ablauft,
wurden fir jedes einzelne Derivat in Mikrosomen ermittelt. Dabei ergaben sich, wie
erwartet, fur alle substituierten Benzamidoxime ahnliche Konditionen wie fur die
unsubstituierte Verbindung. Fur Benzamidoxim selbst konnten die optimalen
Reduktionsbedingungen bereits in vorangegangenen Arbeiten bestimmt werden
[Clement et al., 1997]. Der pH-Wert des Inkubationspuffers, bei dem die hochste
Enzymaktivitat erzielt wurde, war in den leicht sauren Bereich nach pH 6 verschoben.
Zudem wurde das Cosubstrat NADH gegeniber NADPH fur die Reduktion
bevorzugt. Unter den optimalen Bedingungen wurden p-Methoxy-, p-Brom- sowie

p-Chlorbenzamidoxim am starksten umgesetzt, wahrend pNitrobenzamidoxim am
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schwachsten reduziert wurde. Aufgrund der identischen optimalen Bedingungen
wird deutlich, dal} alle Benzamidoxime durch das gleiche Enzymsystemumgesetzt
werden.

Eine solche Inkubation unter optimalen Bedingungen kann ebenso wie die
katalytische Effizienz dazu dienen, das Ausmal der Metabolisierung eines Substrats
im Vergleich mit anderen zu beurteilen. Die katalytische Effizienz berlcksichtigt
dabei sowohl Umsetzungsgeschwindigkeiten als auch Enzymaffinitaten (s.u.). Auch
hier weisen p-Methoxy-, p-Brom- sowie p-Chlorbenzamidoxim den effektivsten
Metabolismus zu den Benzamidinen auf, pNitrobenzamidoxim den uneffektivsten.
Fir das p-Nitrobenzamidoxim zeigte sich jedoch eine hohere katalytische Effizienz

als fur die unsubstituierte Verbindung.

Die Reduktion samtlicher Benzamidoxime erfolgte gemall der MichaelisMenten-
Kinetik. Dieses wurde durch eine hyperbol verlaufende Abhangigkeit der
Umsetzungsrate von der Substratkonzentration gezeigt. Hierdurch konnten die
enzymkinetischen Parameter vnax und K, mittels hyperboler Regression bestimmt
werden, aus denen anschliellend die katalytische Effizienz errechnet wurde.

Die ermittelten vpha-Werte geben dabei die jeweils hochste Umsetzungs
geschwindigkeit an, mit der ein Enzym ein bestimmtes Substrat umzusetzen vermag.
Die Michelis-Menten-Konstante K, beschreibt die Affinitdt der einzelnen
Benzamidoxime zu dem reduzierenden Enzym, wobei kleine Werte eine hohe
Bindungsfahigkeit anzeigen. Die katalytische Effizienz stellt schliellich den
Quotienten aus Vmax und Ky, dar.

Folglich werden hierbei sowohl die maximal moglichen Umsetzungs
geschwindigkeiten als auch die Enzymaffinitaten berlcksichtigt, wodurch die
katalytische Effizienz u.a. fir die Beurteilung der in vivo-Relevanz einer Reaktion

geeignet ist.

Der Vergleich der Maximalgeschwindigkeiten der N-Reduktion der para-
substituierten Benzamidoxime ergab, dald sowohl im mikrosomalen als auch im
rekonstituierten System die Umsetzung von p-Cyanobenzamidoxim am schnellsten
erfolgte. In beiden Enzymsystemen wurden alle substituierten Verbindungen bis auf
p-Nitrobenzamidoxim schneller reduziert als Benzamidoxim selbst. Die Reihenfolge

der Maximalgeschwindigkeiten, mit denen die einzelnen Verbindungen reduziert
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wurden, stimmten fur das mikrosomale und das rekonstituierte System weitgehend
Uberein. Dabei muly bertcksichtigt werden, dall sich die Umsetzungsraten der
verschiedenen Benzamidoxime in Schweinelebermikrosomen grofienteils nicht
signifikant unterschieden. Die Differenz der durch die gereinigten Enzyme ermittelten
Vmax-Werte der einzelnen Verbindungen war wesentlich gro3er. Ein Vergleich der
Umsetzungsgeschwindigkeiten der einzelnen Substrate konnte somit fur das
rekonstituierte System mit einer hoheren Sicherheit als fir Mikrosomen erfolgen. Da
jedoch eine zu geringe Stichprobenzahl vorlag, konnte die Signifikanz der
Unterschiede nicht gepriuft werden. Aus diesem Grund liefern die mit gereinigtem
Enzym ermittelten Daten lediglich erste Anhaltspunkte und miften statistisch weiter
verifiziert werden.

Insgesamt betrachtet liegen die Umsetzungsgeschwindigkeiten des rekonstituierten

Enzymsystems etwa zehn- bis dreil3igfach hoher als die der Mikrosomen.

Die im rekonstituieten Enzymsystem ermittelten K,-Werte der para-substituierten
Benzamidoxime unterschieden sich erheblich von denen in Schweineleber
mikrosomen. P-Methylbenzamidoxim zeigte die hochste Affinitdt im gereinigten
Enzymsystem, wahrend p-Cyano- sowie p-Nitrobenzamidoxim mit zehn- bis
hundertfach hoéher liegenden K,-Werten die geringste Affinitat besalen. In
Schweinelebermikrosomen hingegen wurde fir alle Verbindungen auler fir
p-Nitrobenzamidoxim, welches auch hier am schlechtesten gebunden wurde, eine
hohere Enzymaffinitat als fur das unsubstituierte Derivat ermittelt. Obwohl die
Km-Werte fir beide Enzymsysteme weitgehend im pM Bereich lagen, war ein
erheblicher Unterschied in der Bindung der einzelnen Substrate in Mikrosomen und

im rekonstituierten System zu erkemen.

Ebenso unterschied sich die katalytische Effizienz der in Mikrosomen und im
rekonstituierten Enzymsystem gemessenen Reduktion der einzelnen
Benzamidoxime. Das gereinigte Enzymsystem setzte die Substrate dabei im
Durchschnitt etwa zehnfach effizienter um als die Schweinelebermikrosomen. In
beiden Systemen zeigte p-Methoxybenzamidoxim die hochste katalytische Effizienz,
p-Nitrobenzamidoxim hingegen nur eine sehr geringe. Im rekonstituierten System
wurde im Gegensatz zu Mikrosomen fir das p-Methylbenzamidoxim eine ebenso

effiziente Reduktion wie fur das Methoxy-Derivat ermittelt. Die Unterschiede der
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katalytischen Effizienz der Reduktion der einzelnen Benzamidoxime waren in
Schweinelebermikrosomen wieder nur sehr gering, im rekonstituierten Enzymsystem

hingegen ausgepragter.

Eine Regressionsanalyse erbrachte keine Korrelation der maximalen Umsetzungs
geschwindigkeiten des rekonstituierten und mikrosomalen Enzymsystems mit der
oc-Konstanten nach Hammett. Somit zeigte sich keine Abhangigkeit der
Umsetzungsgeschwindigkeit der untersuchten Benzamidoxime von den
elektronischen Einflissen des Substituenten in para-Stellung. Fur die umgekehrte
Reaktion, die N-Hydroxylierung der Benzamidine, konnte hingegen ein solcher
Einflull des Substituenten auf die Maximalgeschwindigkeit gezeigt werden [Clement
und Zimmermann, 1988]. Da aber die Oxidation und die Rickreduktion jeweils durch
unterschiedliche Enzymsysteme erfolgen, mul} eine solche Beziehung nicht auch

zwangslaufig fir das reduzierende Enzymsystem gelten.

Im rekonstituierten Enzymsystem konnte jedoch eine lineare Korrelation der
Kehrwerte der MichaelissMenten-Konstante mit dem HammettParameter o ermittelt
werden. Hierdurch konnte eine Abhangigkeit der Enzymaffinitat der Benzamidoxime
von den elektronischen Einflissen des Substituenten gezeigt werden. Aus der
Geradengleichung ergab sich eine negative Reaktionskonstante, welche einen
positiven Effekt elektronenschiebender Substituenten auf die EnzymBindung
anzeigte.

Die Bindung von Benzamidoximen an das reduzieende Enzym Uber den Sauerstoff
ihrer Amidoxim-Funktion wird diskutiert (s. Kapitel 4). Eine solche Bindung, in der der
Amidoxim-Sauerstoff ein freies Elektronenpaar zur Verfigung stellen mufte, wirde
durch Elektronendonatoren erleichtert. Durch den positven Effekt
elektronenschiebender Gruppen auf die MichaelisMenten-Konstante kann diese
Theorie zur Bindung der Benzamidoxime an das Enzymsystem untermauert werden.
Vorraussetzung hierfur ist, dal3 die Bindung der Amidoximfunktion an das Hameisen
nicht den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt darstellt.

In ®N-NMR-Studien zeigte sich, daR die >’N-NMR-Verschiebung der oximartigen
Stickstoffe der para-substituierten Benzamidoxime sehr gut mit den Hammett

Konstanten der Substituenten korreliert [Girreser et al., 2002]. Hierdurch wird
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deutlich, dal® diese Substituenten die Elektronendichte an den Stickstoffen mit
Hydroxyl-Funktion beeinflussen und z.B. eine para-Nitro-Gruppe diese sehr stark
herabsetzt [Girreser et al., 2002]. Eine geringe Elektronendichte an diesn
Stickstoffen sollte eigentlich auch die Reduktion erleichtern, so dal} ein ahnlicher
Zusammenhang zwischen Reduktion und HammettKonstanten wie fiir die ">’N-NMR-
Werte erwartet wurde. Dies war jedoch nicht der Fall. Offenbar ist, wie oben
diskutiert, der Effekt auf die Bindung an das Eisen des Hamgerlistes der

entscheidende Schritt. Elektronendonatoren wirken sich hierbei positiv aus.

Eine noch bessere Korrelation ergab sich beim Vergleich der katalytischen Effizienz,
in der die Michaelis-Menten-Konstante enthalten ist, mit der s-Konstanten. Hierbei
zeigten elektronenschiebende Substituenten, wie erwartet, wieder einen positiven
Effekt auf die Gesamtumsetzung. Da die einzelnen MelRdaten nicht exakt auf der
Regressionsgeraden lagen, ist der Einflull weiterer physikalischer Parameter wie
beispielsweise die Polarisierbarkeit oder das Molekulargewicht, auf die N-Reduktion
der Benzamidoxime wahrscheinlich. Diese konnten hier jedoch nicht bertcksichtigt
werden. Wirden diese neben den elektronischen Effekten in die aufgestellte
Regressions-Gleichung mit einflieen, koénnten wahrscheinlich noch groéRere
Korrelationskoeffizienten erzielt werden. Die Ergebnisse dieser QSARAnalyse, die
eine Beziehung zwischen der katalytischen Effizienz und den elektronischen Effekten
von Substituenten im rekonstituierten Enzymsystem zeigte, konnten jedoch aufgrund
der geringen Stichprobenzahl statistisch nicht verifiziert werden. Die Korrelation
muRte mit enzymkinetischen Parametern weiterer Enzymchargen durchgefuhrt und
somit endgultig bewiesen werden, wobei man schon jetzt erste Anhaltspunkte erhalt.

Die Abhangigkeit der katalytischen Effizienz von den elektronischen Eigenschaften
der Substituenten konnte jedoch nur fir das rekonstituierte System und nicht fur
Schweinelebermikrosomen gezeigt werden. Dieses wnd die teilweise erheblichen
Unterschiede der enzymkinetischen Parameter von mikrosomalem und
rekonstituiertem System lassen vermuten, dal3 verschiedene mikrosomale
Enzymsysteme mit unterschiedlicher Funktionsweise zur N-Reduktion befahigt sein
konnten. Bisher ist fir Schweinelebermikrosomen nur das Enzymsystem aus
CYP2D, Cytochrom bs und NADH-Cytochrom bs Reduktase beschrieben worden
[Clement et al., 1997]. Mikrosomen bilden jedoch einen Pool aus zahlreichen
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Enzymsystemen. Wird eine Verbindung nur durch en bestimmtes Enzym umgesetzt,
so erhalt man eindeutige Ergebnisse fir die Enzymkinetik. Konnen aber mehrere
Enzymsysteme die gleiche Biotransformation, in diesem Fall die N-Reduktion,
durchfihren, so wirden sich die unterschiedlichen Enzymkinetiken Uberlagrn.
Dadurch wirde man in Mikrosomen andere Vnax- und Ky-Werte bestimmen als mit
den gereinigten Enzymfraktionen. Eine Korrelation dieser Uberlagerten Aktivitaten mit
beispielsweise physikalischen Parametern wirde zu keinem eindeutigen Ergebnis

fuhren.

Weitere lineare Regressions-Analysen zeigten keine zusatzliche Abhangigkeit der
experimentell ermittelten biologischen Aktivitaten von der Lipophilie. Obwohl die
Enzymaffinitat in vielen Fallen von dieser abhangig ist, konnte ebenfalls keine
Beziehung zwischen der Michaelis-Menten-Konstante und der Hansch’'schen
Hydrophobie-Konstante der Substrate hergestellt werden. Ebenso besalen die n-
Werte der entstandenen Metaboliten keinen EinfluR auf die Umsetzungs
geschwindigkeit, auch wenn die Lipophilie der Produkte wahrscheinlich eine Rolle fur
deren Freisetzung spielt. Obwohl die Lipophilie der Substrate oftmals einen Einfluf3
auf biologische Aktivitaten besitzt, findet dieser physikalische Parameter ebenfalls in
zahlreichen weiteren QSAR-Analysen keine Berlcksichtigung, wobei die Grinde
hierfir noch nicht bekannt sind [Hanschet al., 2001].

Insgesamt laldt sich jedoch eine rasche Umsetzung samtlicher para-substituierter
Benzamidoxime zu den entsprechenden Benzamidinen erkennen. Die katalytische
Effizienz dieser Reduktion in Schweinelebermikrosomen liegt in etwa hundertfach
héher als die fur die Oxidation in Kaninchenlebermikrosomen durch Zimnermann
ermittelte [Clement und Zimmermann, 1988]. Obwohl die Studien in zwei
verschiedenen Spezies durchgefuhrt wurden, 1alt sich hieraus dennoch schlie3en,
dal die Reduktion der Oxidation in vivo wahrscheinlich Uberlegen ist. Aufgrund der
Toxizitat zahlreicher Benzamidoxime, stellt die Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen somit einen effizienten Detoxifizierungsmechanismus dar. Die
ausschlielBliche Reduktion der sich mittlerweile in klinischen Studien der Phase Il
befindlichen Amidoxime Ximelagatran [Eiiksson et al., 2002] und Sibrafiban [Topol et
al., 2000] bestatigen dies.
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Da samtliche Benzamidoxime trotz einiger Unterschiede sehr effizient reduziert
werden konnten, scheint der Einflu der funktionellen Gruppe inpara-Stellung eher
gering zu sein. Benzamidoxim-Funktionen sind in zahlreichen Arzneistoffen als
prodrug-Prinzip zur Verbesserung der oralen Bioverfligbarkeit von stark basischen
Amidinen enthalten. Erst die Reduktion zum jeweiligen Benzamidin fuhrt zur
eigentlichen Wirkform. Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dal}
Amidoxim-prodrugs unabhangig vom Substituenten in para-Stellung einer raschen
Bioaktivierung zum Amidin unterliegen. Hierdurch wird die Anwendbarkeit des
prodrug-Prinzips Amidoxime anstelle von Amidinen unterstrichen.

In der Literatur wurde die fehlende Wirksamkeit von einigen Amidoximprodrugs nach
oraler Gabe beschrieben [Hall et al., 1998]. Diese wurde entweder mit einer
mangelnden zellularen Aufnahme der Amidoxime oder mit einer verminderten
Biotransformation begriindet Die Reduktion der Arzneistoffe zu ihrer Wirkform
konnte jedoch in Rattenleberhomogenaten nachgeweisen werden, nicht aber durch
intakte Zellinien, wodurch die fehlende Wirksamkeit wahrscheinlich nicht auf einen
unzureichenden Metabolismus zuriickgefihrt werden kann [Hall et al., 1998].

Andere Amidoxime von Pentamidinanaloga erwiesen sich jedoch als ausgezeichnete
prodrugs (s. Einleitung). Da fir alle im Arbeitskreis Tidwell synthetisierten Amidoxime
keine vmax- und K-Werte ihrer mikrosomalen Reduktion veiffentlicht worden sind,
kdnnen diese nicht in StrukturWirkungs-Beziehungen einbezogen werden, zumal
offenbar nur Enzymquellen der Ratte verwendet wurden. Mikrosomen der
Rattenleber erwiesen sich bisher, im Gegensatz zu solchen aus Schweineleber als
schlechte Modelle zur Simulierung der Stickstoffbiotransformation [Clement, 1985].
Soweit Studien im Menschen vorliegen (Ximelagatran, Sibrafiban) wurden die
Amidoxime vollstandig reduziert, ohne daf individuelle Schwankungen auftraten
[Eriksson et al., 1999; Wittke et al., 1999].

Dall einige Amidoxime keine in vivo-Wirksamkeit zeigen, konnte auch auf der
raschen bilaren Elimination der durch Reduktion entstandenen Amidine beruhen
[Hauptmann, 2002]. Eine solche bilare Elimination kann durch das prodrugPrinzip

jedoch nicht verhindert werden.

Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrte QSARAnalyse konnte ebenfalls die
effiziente Reduktion von Benzamidoximen zu den Benzamidinen gezeigt werden,

wobei die Umsetzung nur wenig durch den Substituenten inpara-Stellung beeinfluf3t
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wurde. Folglich kann das prodrug-Prinzip auf samtliche para-substituierten Benz-
amidine zur Verbesserung der oralen Verfligbarkeit angewandt werden. Dies ist von
grolem Vorteil, da sich damit die Auswahl geeigneter ArzneistoffKandidaten

ausschliellich nach den pharmakodynamischen Eigenschaften richten kann.

RO 48-3656 ist die freie Saure des Glycoprotein llb/lllaRezeptor-Antagonisten
Sibrafiban, bei dem es sich um einen Arzneistoff mit einer Amidoximfunktion inpara-
Stellung handelt. Durch Redukion des Amidoxims zum Amidin erfolgt die
Freisetzung der aktiven Form mit Wirkung auf die Blutgerinnung. Die Umsetzung
dieses prodrugs konnte durch P450, Cytochrom b; und bs-Reduktase ebenso
effizient gezeigt werden wie die Reduktion der Modellsubstanz Benzamidoxim.
Hierduch wird die Anwendbarkeit des prodrugPrinzips Amidoxime anstelle von

Amidinen weiter bestatigt.

Bisher wurden ausschliel3lich N-Reduktionen para-substituierter Benzamidoxime
beschrieben. Um zu dberprifen, ob entsprechend meta-substituierte Derivate
ebenfalls reduziert werden, wurden Inkubationen mit solchen meta-substituierten
Verbindungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich ebenfalls eine rasche Umsetzung zu
den Benzamidinen. Diese erfolgte zwar weniger ausgepragt als die Reduktion der
entsprechenden para-substituierten Verbindungen, die Umsetzungsraten lagen
jedoch im gleichen Groflenordnungsbereich. Daraus lafdt sich folgern, dal® auch
meta-substituierte Benzamidoxime mit hoher Wahrscheinlichkeitin vivo rasch zu den
korrespondierenden Amidinen reduziert werden koénnen. Somit koénnte die
Anwendung des prodrug-Prinzips Amidoxime anstelle von Amidinen auf meta-

substituierte Benzamidoxime erweitert werden.
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Neben der Reduktion von Amidoximen und der Oxidation von Dextromethorphan ist
die gereinigte Benzamidoxim-Reduktase aus dem Schwein in der Lage, auch das
physiologische Substrat 1a-Hydroxyvitamin D; zu oxidieren. Dabei kommt es zu
einer Hydroxylierung in Position 25. Die Umsetzungsraten entsprachen etwa nur
einem Zehntel der Oxidationsaktiitat der von Wikvall isolierten 25-Hydroxylase. Dies
mag zum einen durch hemmende Zusatze in den von uns verwendeten Puffern
verursacht werden, zum anderen konnte die BenzamidoximReduktase aber auch
nur eine Variante der 25-Hydroxylase mit Uberlappender Substratspezifitat darstellen.
Benzamidoxim jedoch wird sowohl von der BenzamidoximReduktase als auch von
der 25-Hydroxylase mit der gleichen Aktivitat umgesetzt. Entweder handelt es sich
um zwei identische Enzyme, die mit Hilfe unterschiedlicher Aktivitden in zwei
verschiedenen Arbeitskreisen isoliert wurden, oder um Enzyme mit hoher Ahnlichkeit

in Struktur und Substratspezifitat.
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4. MECHANISMUS DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

4.1. Einfuhrung

4.1.1. Mechanismus der Oxygenierung durch P450

Cytochrom P450-Isoenzyme sind die wichtigsten Vertreter der Phasel-
Biotransformation von Arzneistoffen und besitzen dabei vielfaltige Aufgaben. Sie
katalysieren u.a. Oxidationsreaktionen am Kohlenstoff, Stickstoff und Schwefel,
besitzen aber auch eine Peroxidase- sowie Oxidase-Aktivitat [Testa, 1995]. Wenig
Beachtung wurde bisher der Reduktion von Xenobiotika durch P450 geschenkt. Die
meisten Reduktionen konnten nur unter anaeroben Bedingungen nachgewiesen
werden [Ortiz de Montellano, 1995; Testa, 1995; Goeptaret al., 1995], wodurch ihre
in vivo-Relevanz in Frage gestellt wird. Aber auch aerob ablaufende Reduktionen
von stickstoffhaltigen funktionellen Gruppen wurden beschrieben [Kadlubar und
Ziegler, 1974; Clement et al., 1988a].

Die bisher am haufigsten durch P450 katalysierte Reaktion ist jedoch die
Monooxygenierung, d.h. die Einflhrung eines Sauerstoffatoms in ein Substrat. Da
der katalytische Mechanismus dieser Oxygenierung bislang am besten untersucht
worden ist, soll zunachst eine Zusammenstellung der auf diesem Gebiet erdngten
Erkenntnisse erfolgen, um diese dann auf den Mechanismus der Reduktion

anwenden zu konnen.

41.1.1. Elektroneniibertragung auf Cytochrom P450

Die Oxidation eines Substrates durch Cytochrom P450 erfordert die Ubertragung von
zwei Elektronen auf das Enzym. Mt Hilfe dieser beiden Elektronen wird molekularer
Sauerstoff zu einem Molekul Wasser reduziert, wahrend das zweite Sauerstoffatom
in das Substrat eingefiihrt wird. Die Ubertragung der fiir die Oxidation erforderlichen

Elektronen auf Cytochrom P450 kann mitels zweier verschiedener Coenzyme
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erfolgen. Sowohl die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase als auch Cytochrom b;
sind am Elektronentransfer beteiligt.

1. NADPH-Cytochrom P450 Reduktase. Der Mechanismus der Oxygenierung

beinhaltet vor allem das Zusammenspiel von Cytochrom P450-Enzymen mit der
NADPH-Cytochrom P450 Reduktase als Elektronenlieferant. Die Reduktase erhalt
ihrerseits die Elektronen bevorzugt durch das Cosubstrat NADPH [Testa, 1995]. Die
Interaktion von P450-Reduktase und Cytochrom P450 erfolgt durch komplementare
Ladungspaarung. Durch diese Komplexbildung kdnnen schrittweise 2 Elektronen von
der P450-Reduktase, die ein Molekil FAD sowie ein Molekil FMN enthalt, auf den

Einelektronakzeptor P450 Gbertragen werden:

NADPH — FAD —® FMN — > P450 (1./2. Elektron)
(P450-Reduktase)

2. Cytochrom bs. Auch die Beteiligung von Cytochrom b; an dieser Reaktion wurde

mehrfach beschrieben, wobei teilweise sehr kontroverse Effekte beobachtet wurden
[Perret, 1998]. Cytochrom bs besitzt ein Hamgerust ahnlich wie das P450 und ist nur
zur einfachen Elektronentbertragung befahigt. Cytochrom ky wird seinerseits durch
die NADH-Cytochrom bs Reduktase reduziert, die NADH als Reduktionsaquivalent
bevorzugt. Cytochrom bs ist ein physiologischer Elektronentbertrager u.a. fir
verschiedene Desaturasen [Testa, 1995], die Prostaglandin Synthase Reduktase
[Strittmatter et al., 1982] und fir Methamoglobin [Hultquist and Passon, 1971]. Der
Transfer des 2. Elektrons auf P450 wahrend der Oxygenierung kann auch durch

Cytochrom bs erfolgen [Lewis and Pratt, 1998].

NADH — FAD— Cytochrom b;— P450 (2.Elektron)
(bs Reduktase) T

NADPH >  P450 Reduktase

Cytochrom bs besitzt je nach P450-Isoenzym und nach Art des Substrates einen
stimulierenden, hemmenden oder keinen Effekt auf die Oxygenierung [Perret, 1998].
Zum einen konnten stimulierende Effekte nur in Anwesenheit des Hams im

Cytochrom bs beobachtet werden, was fir seinen Eingriff in den Redoxprozel} spricht
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[Schenkman und Jansson, 1999], zum anderen wurde alker auch von positiven
Effekten durch Cytochrom bs mit inaktivem Ham berichtet, wodurch eine Beteiligung
am Redoxprozeld wiederum ausgeschlossen wird [Yamazaki, 1996a]. Wahrscheinlich

spielen beide Faktoren eine Rolle.

Es wird ein intensiver Elektronenausgausch zwischen Cytochrom bs und P450
postuliert, bei dem das Cytochrom b; auch die Rolle des Elektronenakzeptors
Ubernehmen kann. Hierdurch kommt es zu dem beobachteten Eingriff von
Cytochrom bs in den Redoxprozel3 und das Verhaltnis von Produktbildung zu
Entkopplung wird gesteigert. Dieses aulert sich in vermehrterElektronentbertragung
auf das Substrat und verminderter Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies wie
Superoxid oder Wasserstoffperoxid wahrend des Oxygenierungszyklus [Perret,
1998]. Es wird die Bildung eines heterodimeren Komplexes zwischen Cytochrom bk
und P450 angenommen, wodurch zwei Elektronen gleichzeitig von der P450
Reduktase auf diesen Komplex Ubertragen werden kdnnen. Somit ware nur eine
anstelle von zwei Interaktionen der P450-Reduktase mit dem P450-Enzym
erforderlich [Schenkman, 1999].

Es gibt aber auch Hinweise darauf, dal® die stimulierenden Effekte des Cytochrom R
auf die P450-vermittelte Oxidation einiger Substrate nicht durch den Eingriff in den
Redoxprozel® zustande kommen, sondern andere Ursachen besitzen. Guengerich
[1998] berichtet Gber eine ebenso stimulierende Wirkung von hamfreiem Cytochrom
bs auf die Testosteron- und Nifedipin-Hydroxylierung im rekonstituierten System mit
CYP3A4 und der P450-Reduktase. Hier wurde die Affintat des Substrates zum
Enzym in Anwesenheit von Cytochrom b; erhdht. Weiterhin wurde beobachtet, daf®
die Interaktion der P450-Reduktase mit Cytochrom P450 durch die Komplexbildung
von P450 mit Cytochrom bs erleichtert wurde [Yamazaki, 1996]. Cytochrombs ist
Uber eine lipophile Aminosauresequenz fest in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums verankert. Diese membranbindende Domane spielt ebenfalls eine grolle
Rolle, da ohne sie ein Verlust der stimulierenden Wirkung von Cytochrom &
beobachtet wurde [Guryev, 2001].

Auf dem Cytochrom P450-Enzym wurden unterschiedliche, teilweise Uberlappende

Bindungsstellen fur Cytochrom bs und die P450-Reduktase gefunden [Bridges,
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1998]. Hierdurch wird die Ausbildung binarer oder ternarer Komplexe aus P450,
P450-Reduktase und Cytochrom bs ermdglicht [Ingelman-Sundberg, 1984].
Cytochrom bs besitzt sehr unterschiedliche Effekte auf verschiedene P450
Isoenzyme, wodurch die Vielfaltigkeit seiner Funktion gezeigt wird. Der Einflul von
Cytochrom bs auf P450-katalysierte Oxidationen ist wahrscheinlich abhangig von der
Aminosauresequenz des jeweiligen P450-Enzyms, welche die Interaktion dieser
beiden Redoxpartner beeinflul3t [Schenkman, 1999].

Allgemein wird fiir die Oxygenierung nur die Ubertragung des zweiten Elektrons von
Cytochrom bs auf P450 beschrieben. Cytochrom bs besitzt ein zu geringes
Redoxpotential, um bereits das erste Elektron auf Cytochrom P450 (bertragen zu
kénnen. Dennoch wurde der Transfer beider Elektronen durch Cytochrom I3 auf das
P450-Enzym fur die Oxidation von p-Nitrophenol [Ingelman-Sundberg, 1984] sowie
auf CYP2E1 fur die O-Demethylierung von 7-Ethoxycumarin beschrieben [Yamazaki
et al., 1996Db].

Ebenfalls wichtig fur die Funktion membranstandiger Enzyme ist das Vorhandensein
bestimmter Phospholipide. Wahrend in Mikrosomen die Enzyme in ihrer natirlichen
Biomembran verankert sind, muf® diese fir Studien mit gereinigten Proteinen durch
geeignete Zusatze imitiert werden, da es sonst zum Verlust der Aktivitat durch
Aggregation mehrerer Enzyme kommt [Testa, 1995]. Enzyme konnen auf der
Membran monomer oder als Cluster vorliegen, wobei letztere in der Regel eine
hdéhere enzymatische Aktivitat aufweisen. Sechs P4503Enzyme bilden dabei ein
Cluster um ein Molekul P450-Reduktase und koénnen so schnell miteinander
interagieren.  AufRerdem  beeinflussen  Phospholipide  wahrscheinlich  die
Substratbindung sowie die Konformation des Enzyms und damit seinen spinrZustand
[Lewis, 1998].

Samtliche Elektronenlibertragungen werden durch die Veranderung des
Redoxpotentials sowie den Abstand zwischen den Redoxzentren der beteiligten
Enzyme bestimmt. Dabei erfolgt die gezielte Fihrung des Elektronentransfers u.a.
durch Substrate [Sharp, 1999].

172



MECHANISMUS DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

41.1.2. Katalytischer Zyklus

P450-Enzyme sind Proteine mit einem Hamothiolatgertst als prosthetscher Gruppe
und einem Eisen als Zentralatom. Die Hambindungsseite ist in allen P450Enzymen
hochkonserviert [Koymans, 1993]. Das Eisen kann einen Komplex mit insgesamt
sechs Liganden eingehen. Vier Stickstoffatome des Protoporphyrinringsystems sind
derart an das Eisen gebunden. Der funfte Ligand wird aus einem Thiolatrest der
Aminosaure Cystein gebildet, der die Verknipfung des Hams mit dem Apoprotein
herstellt. Dieser Schwefel ist flr viele Eigenschaften des Enzyms verantwortlich und
kann u.a. das Redoxpotential erheblich beeinflullen [Lewis, 1998]. Weiterhin ist der
Thiolat-Rest in Kombination mit Kohlenmonoxid an sechster Koordinationsstelle fir
die charakteristische Absorption des reduzierten P450 bei 450 nm verantwortlich, die
im Differenzspektrum deutiich zu erkennen ist und diesem Enzym seinen Namen gab
[Lewis, 1998]. Ein sechster Ligand kann, mufl} aber nicht gebunden werden. Im
Ruhezustand des Enzyms besetzt z.B. Wasser die sechste Koordinationsstelle des

Eisens.

Das Zentralatom Eisen besitzt funf 3d-Elektronen, die in zwei unterschiedlichen
Zustanden in den 3d-Orbitalen angeordnet vorliegen konnen. Je nach Anlagerung
eines 6. Liganden findet eine Aufspaltung der Energieniveaus der finf 3dOrbitale
statt. Dabei befinden sich drei der Orbitale zwischenden Bindungsachsen und sind
daher energetisch begunstigt, wahrend die restlichen zwei genau auf den Achsen
liegen und ein hoheres Energieniveau besitzen. Das Ausmald dieser Energie
aufspaltung ist abhangig von der Bindung eines axialen Liganden an die
6. Koordinationsstelle des Eisens und von der Art dieses Bindungspartners.
Besetzen alle funf d-Elektronen jeweils nur die drei energetisch giinstigeren Orbitale,
so liegen vier Elektronen gepaart und eins ungepaart vor. Diesen Zustand
bezeichnet man als low-spin (Abb. 4-1). Ist der Energieunterschied der funf d
Orbitale nicht so grof3, kdnnen alle d-Orbitale jeweils einzeln gemafl der Hundschen
Regel besetzt werden, wobei die Elektronen parallelen spin besitzen. Dieser Zustand
wird als high spin Form bezeichnet (Abb. 4-1). Beide Zustande liegen im
Gleichgewicht vor, wobei der eine in Abhangigkeit von den axialen Liganden
favorisiert wird. Die Liganden koénnen so eine Verschiebung der spektralen

Eigenschaften des P450-Enzyms bewirken.
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Der jeweilige spin-Zustand wird jedoch nicht nur durch den Liganden kontrolliert,
sondern auch durch die Ham-Geometrie sowie die Umgebung des aktiven Zentrums,
und kann durch Substrate oder pHVerschiebungen verandert werden [Lewis and
Pratt, 1998]. Der jeweilige pH-Wert der Umgebung wird durch die Aminosauren im

aktiven Zentrum bestimmt.

low spin high spin

ttr—— oy L

3d5 3d5

Abb. 4-1. Elektronenverteilung der fiinf AuBenelektronen des Eisen Ill in den 3d-

Orbitalen im low spin und high spin Zustand.

Im Ruhezustand des Enzyms ist ein Wassermolekil bzw. ein Hydroxid-lon an die
6. Koordinationsstelle des Eisenlll gebunden (Abb. 4-2). Gleichzeitig wird das
gesamte aktive Zentrum von mehreren HO-Molekilen besetzt [Lewis and Pratt,
1998]. Der Wasser-Ligand bewirkt eine starkere Aufspaltung der Energieniveaus der
d-Orbitale, woraus ein lowspin Zustand resultiert. Das Zentralatom Eisen liegt in der
durch das Porphyringerist gebildeten planaren Ebene [Testa, 1995]. Im
Ruhezustand besitzt das P450-Enzym ein sehr niedriges Redoxpotential von etwa
-360 bis -300 mV. Das Redoxpotential ist umso positiver, je weniger exponiert die

Hamgruppe zum Solvens liegt [Lewis, 1998].

Abb. 4-2. Bindung von OH an Eisen lll des Hdmgeriists von Cytochrom P450.
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Der gesamte katalytische Zyklus der Monooxygenierung durchCytochrom P450 ist in
Abb. 4-3 dargestellt.
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Abb. 4-3. Katalytischer Mechanismus der Monooxygenierung durch Cytochrom

P450. =, Entkopplungsreaktionen des katalytischen Zyklus.
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1. Substratbindung. Die Bindung eines Substrats (1) an die hydrophobe

Substratbindungstasche, die sich in raumlicher Nahe zum Ham befindet, bewirkt ein
Verdrangen des Wassers von der 6. Koordinationsstelle des Eisens sowie der
Ubrigen Wassermolekiile im aktiven Zentrum je nach Groe und Lipophilie des
Substrats [Lewis and Pratt, 1998]. Da durch die Substratbindung somit mehrere
Wassermolekile durch Desolvatisierung freigesetzt werden, stellt dieser Vorgang
einen entropiegesteuerten ProzelR dar [Lewis, 1998]. Der Zugang eines Substrats zur
hydrophoben Bindungstasche erfolgt Uber sogenannte Zugangstunnel, wobei jedes
Enzym wahrscheinlich je nach Lipophilie des Substrates mehrere Wege besitzt
[Koymans, 1993; Poulos, 1995].

Die Bindung des Substrats erfolgt Uber Wechselwirkungen mit verschiedenen
Aminosaureresten des Enzyms [Ravichandran, 1993]. Die Bindungstasche ist fir
jedes P450-Isoenzym spezifisch und somit mitbestimmend fiur die Substratspezifitat
[Poulos, 1995]. Die Substratbindung kann weiterhin eine Verminderung der
thermischen Mobilitat des P450-Enzyms bewirken [Ortiz de Montellano, 1995],
wodurch die Bindung eines zweiten Substrats verhindert wird. Fir das CYP3A4 sind
hingegen mehrere Bindungsstellen bekannt, welche gleichzeitig besetzt werden
konnen [Khan et al., 2002]. Weiterhin kommt es zu einer Konformationsanderung,
welche die Interaktionen mit der P450-Reduktase bzw. Cytochrom bs fordert [Lewis
and Pratt, 1998]. Durch das Fehlen des Wasserliganden werden die Eigenschaften
des nun pentakoordinierten Hams im wesentlichen durch den Thiolatrest in Paition
funf bestimmt. Dieser bewirkt eine Verminderung der Energieaufspaltung der
d-Orbitale des Eisens und favorisiert somit die Verschiebung des Gleichgewichts in
Richtung high spin [Lewis, 1998]. Da diese Form des Eisens einen erhdhten
lonenradius besitzt, wurde eine Bewegung des Hameisens aus der Ebene des
Porphyrinringsystems in Richtung des Schwefelliganden beobachtet, wodurch die

Bindung eines 6. Liganden deutlich erschwert wird [Lewis, 1998].

Durch  Veranderung des spinZustandes und durch die erniedrigte
Dielektrizitatskonstante durch Desolvatisierung wird das Redoxpotential des
Cytochrom P450-Enzyms, welches im Ruhezustand zwischen —360 und —300 mV
liegt, um ca. 100 mV angehoben [Lewis, 1998]. Die Ubertragung eines Elektrons

durch die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase mit einem Redoxpotential von
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—270 mV wird dadurch erst ermoglicht. Zahlreiche Autoren postulieren eine
Korrelation von spin-Zustand und Redoxpotential [Lewis, 1998]. Die Bindung des

Substrats stellt einen wichtigen Initiationsschritt des P450-Zyklus dar.

Bisher konnten drei verschiedene Arten der Substratbindung spektroskopisch
nachgewiesen werden. Typ FSpektren erhalt man durch die Bindung des Substrats
an die hydrophobe Substratbindungstasche des Enzyms in raumlicher Nahe des
aktiven Zentrums. Diese Art der Bindung stellt die am meisten verbreitete dar. Typ |
Spektren entstehen durch Ligandenbindung des Substrats an das Hameisen, wobei
es sich meist um Substanzen mit freiem Elektronenpaar handelt. Diese Form der
Bindung wird fir viele Inhibitoren beobachtet, es kommt nicht zu einer Verschiebung
des spin Gleichgewichts in Richtung high spin. Schliel3lich wurden reverse Typl-
(modifizierte Typ Il) Spektren beschrieben, deren Entstehung man bislang noch nicht
klaren konnte. Auch hier ist die low spin Form favorisiert, entweder durch eine
Substratbindung ohne Verdrangung des Wassers von der 6. Koordinationsstelle oder
durch eine Ham-Liganden-Interaktion. Die meisten reversen Typl-Substrate
enthalten einen Sauerstoff oder Sticksbff, der zur Ausbildung von Wasserstoff
bricken befahigt ist [Lewis, 1998].

2. Erste Reduktion. Durch die Veranderung des Redoxpotentials nach

Substratbindung erfolgt rasch die erste Elektronenlibertragung von der P450
Reduktase auf das P450-Enzym, wodurch das Eisen Il zu Eisen Il reduziert wird @).
Im Substrat-ungebundenen Zustand wiirde P450 ein viel zu niedriges Redoxpotential
besitzen, um reduziert werden zu kénnen. Erst durch die Anlagerung des Substrates
und der damit verbundenen Anderung des Redoxpotentials besitzt das P450-Enzym
ein positiveres Potential als der Elektroneniibertrager, wodurch die Ubertragung
eines Elektrons ermoglicht wird. Dieser Kontrollmechanismus verhindert den
Elektronentransfer in Abwesenheit eines zu oxygenierenden Substratesund somit

die Verschwendung wertvoller Reduktionsaquivalente.

Die Elektronenibertragung erfolgt nach Komplexbildung zwischen Cytochrom P450
und der P450-Reduktase [Goeptar, 1995]. Dabei kommt es zur Ausbildung ionischer
Wechselwirkungen durch negativ geadene Aminosaurereste der P450-Reduktase

sowie positive Aminosaurereste des P450 [Koymans, 1993]. Die Geschwindigkeit der
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Elektronenubertragung hangt vom Abstand dieser beiden Redoxpartner, der
Dielektrizitatskonstanten des Mediums sowie von den molaren Konzentrationen der
beteiligten Enzyme ab [Lewis and Pratt, 1998]. Uber die Beteiligung eines
hochkonservierten Tryptophanrests im aktiven Zentrums am Elektronentransfer
durch Wasserstoffbriickenbindungen oder nn- Wechselwirkungen wird spekuliert
[Lewis and Pratt, 1998].

3. Sauerstoffbindung. Sauerstoff ist ein Diradikal und zeigt wie auch CO und CN

eine hohe Affinitat zum Eisen IlI, wahrend es nicht in der Lage ist, an Eisen Il zu
binden. Die Bindung von O, an Eisen Il (3) erfolgt angular und bewirkt eine Anderung
des spin-Gleichgewichts zugunsten des low spins [Lewis and Pratt, 1998]. Sauerstoff
besitzt eine Zugangsstelle zum Ham, die eine Art Tunnel fur kleine Molekile durch
eine unubliche Deformation der a-Helix beim Ham darstellt [Lewis and Pratt, 1998].
Zudem wurde eine Bindungstasche fir molekularen Sauerstoff in P45Q,m entdeckt,

wobei unklar bleibt, zu welchem Zeitpunkt diese besetzt wird [Koymans, 1993].

Nach O2-Bindung an das Hameisen wird der Fell-O,-Komplex mesomerie-
stabilisiert, wobei der stabilere Fe 1IFO, -Komplex (Superoxidradikal) eine mesomere
Form darstellt (3a) [Lewis and Pratt, 1998]. Dieser Eisen-Superoxidkomplex wird zum
einen durch die Bindung eines Substrates stabilisiert [Lewis 1998], zum anderen
durch die Erhdhung der Elektronendichte am Sauerstoff durch den ThiolatLiganden

an funfter Koordinationsstelle [Testa, 1995].

Wird an dieser Stelle kein zweites Elektron Ubertragen, kommt es zu einer
Entkopplung des katalytischen Zyklus und das Superoxid-Radikal-Anion wird
freigesetzt (3b). Dieser Prozel® wird durch Wassermolekile im aktiven Zentrum
beglnstigt [Goeptar, 1995]. Eine solche Entkopplungsreaktion spielt fur
physiologische Stoffwechselprozesse eine groRe Rolle, vor allem fir die
Lipidperoxidation durch CYP2E1. Ein Superoxidradikal ist hierbei ein potenter
Initiator dieser Reaktion [Goeptar, 1995]. Die Sauerstoffbindung und die Entstehung
des Superoxid-Radikals konnten mittels Ramanspektroskopie nachgewiesen werden
[Ortiz de Montellano, 1995].
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4. Zweite Reduktion und Produktbildung. Ein zweites Elektron kann ebenfalls

durch die NADPH-Cytochrom P450 Reduktase Ubertragen werden, aber auch das
Coenzym Cytochrom bs ist hierzu in der Lage [Lewis, 1998; Testa, 1995]. Dieser
Prozel lauft relativ langsam ab und wird daher vielfach als geschwindigkeits
bestimmender Schritt diskutiert [Lewis and Pratt, 1998]. Durch die Ubertragung eines
Elektrons auf den Eisen IIFSuperoxidradikalKomplex entsteht ein Eisen |IIF
Peroxykomplex. Die O-O-Bindung kann nun entweder homolytisch oder heterolytisch
gespalten werden, wodurch wahrscheinlich ein Oxen (Oxokomplex, Abb. 44) unter
Freisetzen eines Wassermolekils entsteht @) [Testa, 1995]. Beide Arten der O-O-
Spaltung wurden in P450-Modellen beobachtet, konnten direkt jedoch noch nicht
gezeigt werden [Ortiz de Montellano, 1995]. Die Entstehung eines EisenrOxen-
Komplexes konnte mittlerweile durch Kombination von Roéntgenstrukturanalyse,
Zeitauflosung und Tieftemperaturbedingungen strukturell nachgewiesen werden
[Schlichting et al., 2000].

Der gebildete Oxokomplex kann mehrere mdgliche Resonanzstrukturen annehmen

und stellt wohl in den meisten Fallen die aktive Sauerstoffspezies dar.
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Abb. 4-4. Mogliche Zwischenstrukturen des Oxokomplexes wéhrend des

oxidativen katalytischen Zyklus von Cytochrom P450.

Hierbei ist eine Resonanz mit dem Porphyringerist oder mit Aminosaureresten des
aktiven Zentrums moglich, da das Ham als kooperative Einheit reagieren kann
[Lewis, 1998]. Das Porphyrinringsystem soll am Elektronentransfer mitbeteiligt sein
[Hudecek, 2000], so daly wahrscheinlich ein Porphyrin Radikalkation vorliegt [Ortiz de
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Montellano, 1995]. Das Oxen besitzt ahnliche Eigenschaften wie die Komponente |
von Peroxidasen [Ortiz de Montellano, 1995]. Der Schwefelligand fungiert wieder als

Stabilisator dieser reaktiven Sauerstoffspezies [Lewis, 1998].

Die oben beschriebene Spaltung des EisenPeroxykomplexes unter Entstehung des
Oxokomplexes muf} fur die Oxygenierung eines Substrates nichtzwingend erfolgen.
In manchen Fallen kann auch der Peroxykomplex das oxidierende Agens darstellen
[Lewis and Pratt, 1998].

Fir die Einfihrung des Sauerstoffs in das Substrat konnte kein gemeinsamer
Mechanismus fur P450-Enzyme festgestellt werden. Wahrscheinlich geschieht dies
in Abhangigkeit vom jeweiligen Isoenzym und vom Substrat [Lewis, 1998].

An dieser Stelle des Oxygenierungszyklus besteht die Gefahr einer weiteren
Entkopplung, die zur Freisetzung von Wasserstoffperoxid fihrt @a). Dies geschieht
vor allem in Abwesenheit von Substraten oder durch unzureichende Bindung der
Substanzen [Testa, 1995] und wird zusatzlich durch die Anwesenheit von Wasser in

der Nahe des aktiven Zentrums geférdert.

5. Produktfreisetzung. Die Hydrophilie des Substrats wird durch die Einflihrung

eines Sauerstoffatoms gesteigert, wodurch die Hamumgebung besser solvatisiert
werden kann. Dadurch kann ein HO-Molekil erneut als 6. Ligand an das Eisen llI
binden, womit der Ausgangszustand wiederhergestellt ware §6). Durch die
Oxygenierung entstehen insgesamt 1mol oxygeniertes Substrat sowie 1 mol
Wasser. Einigen Aminosauren des aktiven Zentrums kommt wieder eine
SchlUsselfunktion zu, da sie das Ausmal der Solvatation des aktiven Zentrums
wahrend der einzelnen Katalyseschritte beehflussen [Lewis and Pratt, 1998]. Auch
die Produktfreisetzung ist noch nicht ausreichend aufgeklart. Guengerich entdeckte
z.B. fur das CYP1A2 einen geschwindigkeitsbestimmenden Schritt noch nach der

Produktbildung, der jedoch keine Erklarung fand [Guengerch, 2001].

An der gesamten Monooxygenierungsreaktion sind wahrscheinlich zahlreiche
Aminosaurereste des Apoproteins beteiligt. Diese Vermutung konnte durch
gerichtete Mutations-Studien bestatigt werden [Poulos, 1995]. Auch konnte eine

Veranderung der Struktur in der Nahe des aktiven Zentrums wahrend des gesamten
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katalytischen Zyklus beobachtet werden [Guengerich, 2001]. Weitere Aufklarung zum
Mechanismus der Monooxygenierung durch P450 sollen Studien von
Kristallstrukturen sowie von gelosten Strukturen da Enzyme, gerichtete
Mutagenese-Studien, chemische Modifikationen, die Erforschung von Substrat
Interaktionen oder auch simple ComputerChemie erbringen. Auch die Verbesserung
der spektroskopischen Maoglichkeiten konnte z.B. zum Nachweis der reaktiven
Sauerstoffspezies fuhren [Koymans, 1993; Guengerich et al., 1998]. Bisher bekannt
ist die Beeinflussung der Elektronenlibertragung durch die Konformation des
Enzyms, den Oxidationsgrad, den spinZustand, die Substrat-Bindung sowie die
Anwesenheit von Phospholipiden [Testa, 1995].

Aus all diesen zusammengetragenen Erkenntnissen lalt sich folgern, dald die
Monooxygenierung durch P450-Enzyme im allgemeinen gleich ablauft. Dennoch gilt
ein vollig einheitlicher katalytischer Mechanismus als unwahrscheinlich. Er wirdu.a.
von dem jeweiligen Isoenzym, vom Substrat sowie von den Verhaltnissen der

Umgebung bestimmt [Poulos, 1995].

4.1.2. Stand der Vorarbeiten

Bei der Untersuchung der N-Hydroxylierung von stark basischen stickstoffhaltigen
funktionellen Gruppen fiel auf, dald sich solche Reaktionen zwar in vivo nachweisen
lassen, das Vorkommen entsprechender N-hydroxylierter Metaboliten im Organismus
aber eher gering ist. Eine Erklarung wird in der sehr schnellen Rickreduktion
primarer N-oxygenierter Metaboliten gesehen. Die Reduktion von Benzamidoxim zu
Benzamidin wurde erstmals 1988 unabhangig voneinander in zwei Arbeitskreisen

beschrieben [Clement et al., 1988; Hauptmann et al., 1988].

Im Arbeitskreis Clement wurde versucht, das fur die Reduktion von Amidoximen
verantwortliche Enzym zu identifizieren. Dieses Enzym wurde gemal seiner
charakteristischen Reaktion als BenzamidoximReduktase bezeichnet. Die
Benzamidoxim-Reduktase wird nicht durch Sauerstoff gehemmt und zeigt damit eine
ausgepragte Analogie zu einer HydroxylaminReduktase, die bereits 1974 von
Kadlubar und Ziegler beschrieben wurde [Kadlubar und Ziegler, 1974]. Diese
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Autoren geben ein Enzymsystem an, welches zur Entfaltung der optimalen Aktivitat
drei Komponenten bendtigt. Wahrend die ersten beiden, Cytochrom bs und NADH-
Cytochrom bs-Reduktase, von ihnen identifiziert werden konnten, liel3 sich das dritte

bendtigte Protein nicht naher charakterisieren.

Im Arbeitskreis Clement gelang es dann, auch diese dritte Komponente aus
Schweineleber zu isolieren [Clement et al. 1997]. Zur naheren Charakterisierung
wurde das Protein enzymatisch gespalten und die Aminosauresequenzen von
mehreren Fragmenten bestimmt. Diese zeigten hohe Ubereinstimmungen mit
solchen von Cytochrom P450-Isoenzymen der Unterfamilie 2D [Clementet al. 1997].
Analogien zu anderen P450-Isoenzymen waren weniger auffallig. So lie sich die
Reduktion beispielsweise nicht durch die Anwesenheit von Cyanidlonen als
unspezifische P450-Inhibitoren hemmen [Lomb, 1995]. Octylamin hingegen, ein
weiterer unspezifischer P450-Inhibitor, ergab jedoch in 1 mM Konzentration eine um
30 % erniedrigte Reduktase-Aktivitat [Moller, 1997].

Auch weitere Untersuchungen dieses Proteins zeigten, dal® es sich aufgrund des
Kohlenmonoxid-Spektrums und typischer P450 abhangiger Reaktioren um ein P450-
Isoenzym handelt. Die fir humanes CYP2D6 spezifische O-Demethylierung von
Dextromethorphan im rekonstituierten System mit NADPH und der NADPH
Cytochrom P450 Reduktase konnte detektiert werden [Moller, 1997]. Ein P450
Enzym der Unterfamilie 2D ist bis dahin noch nicht aus Schweineleber gereinigt
worden. Es wurde somit ein ganz neues System entdeckt, welches in der Lage ist,
Stickstoffreduktionen durchzufiihren. Das Zusammenspiel von Cytochrom k; und bs-
Reduktase mit einem P450 Isoenzym wurde bisher nur fir oxidative, aber noch nicht

fur reduktive Umwandlungen beschrieben [Clement et al., 1997].

Rekonstituierte Systeme mit den drei Komponenten aus Schweineleber katalysieren
unter optimalen Bedingungen die Reduktion vom Benzamidoxim sehr effiziat. Es
wurde ebenfalls gezeigt, dall diese Reduktion nur in Gegenwart aller drei
Komponenten mit sehr hoher Umsetzungsrate verlauft. Bei Abwesenheit eines oder
zweier Komponenten sind die Umsetzungsraten vergleichsweise gering, wobei
NADH eindeutig das bevorzugte Cosubstrat darstellt [Clement et al., 1997]. Der

Einsatz eines Antikorpers gegen Cytochrom b, der die Reduktion stark zu hemmen
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vermochte, bestatigte die Beteiligung dieses Coenzyms an der Reaktion [Lomb,
1995].

Weitere N-hydroxylierte Substrate wie N-Hydroxydebrisoquin, Guanoxabenz und
N-Methylhydroxylamin wurden durch das Enzymsystem reduziert [Lomb, 1995]. Ein
Mechanismus der Reduktion wurde von Lomb postuliert, in dem Cytochrom I3 durch
die NADH-Cytochrom bs Reduktase zunachst reduziert wird und anschlieRend eine
Wechselwirkung mit dem Cytochrom P450 Uber komplementare Ladungspaarung
eingeht. Dieser Fe'-Fe'"-Komplex kann durch ein weiteres Elektron der b-Reduktase
zum Fe'-Fe'-Komplex reduziert werden. Die beiden Elektronen kdnnen so simutan
auf das Substrat Ubertragen werden [Lomb, 1995]. Dazu passend flhrten steigende
Mengen an Cytochrom bs zum Inkubationsansatz zu linear ansteigenden
Umsetzungsraten, wahrend steigende bs-Reduktase-Konzentrationen schnell in einer
Sattigung resultierten [Lomb, 1995]. Wahrend Cytochrom bs einen stabilen Komplex
mit dem P450-Enzym eingeht, kann die bs-Reduktase mit mehreren Molekilen
Cytochrom bs schnell hintereinander interagieren, so daf® eine geringere Menge an

Reduktase ausreichend ist.

Weitere Studien zur naheren Charakterisierung dieses Enzymsystems, die auch auf
den Mechanismus schlieBen lassen sollten, wurden von Lomb und Moller
durchgefuhrt. So wurde die Reduktion von Benzamidoxim in Anwesenheit von
Dextromethorphan um etwa 30 % gesenkt, was auf eine Substrathemmung durch
Konkurrenz um das gleiche aktive Zentrum schlieBen laldt [Moller, 1997]. Die
Reduktase-Aktivitat  des Enzymsystems konnte durch Zusatz  von
Superoxiddismutase, die wahrend Oxidationsreaktionen entstehendes Superoxid zu
Sauerstoff und Wasserstoffperoxid zersetzt, um 50 % gesteigert werden. Die
Beteiligung von Superoxid an der Reduktion kann somit ausgeschlossen werden.
Zusatzlich wurden verminderte Umsetzungsraten in Anwesenheit der NADPH
Cytochrom P450 Reduktase beobachtet sowie eine weitere Verminderung durch
NADPH. Dieser Effekt wurde jedoch durch Zusatz von Superoxiddismutase wieder
aufgehoben [Moller, 1997]. Daraus laldt sich schlieRen, dald es hierbei zu einer

Konkurrenzreaktion zwischen oxidativen und reduktiven Prozessen kommt. Eme
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weitere Oxidation von Benzamidoxim durch Superoxid und anschlieRendem Zerfall
zu Benzamid und NO konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [Mdller, 1997].

Substratbindungsspektren ergaben kein eindeutiges Typ } oder Typ II-Spektrum,
sondern eine Mischform aus beidem, so dal} keine direkten Aussagen zur Bindung
des Substrats am Enzym gemacht werden konnten [Mdller, 1997]. In Abwesenheit
von Benzamidoxim wurde das P450-Enzym 2D nicht durch NADH, Cytochrom b; und
die bs- Reduktase reduziert, was die fehlende Absorption bei 450 nm im CO-
Differenzspektrum zeigte. Die Reduktion erfolgte in Abwesenheit eines Substrats
jedoch durch NADPH und die P450-Reduktase [Moller, 1997].

Zusammenfassend lalt sich sagen, dall es sich um ein Enzymsystem aus den drei
Komponenten Cytochrom bs, NADH-Cytochrom bs Reduktase sowie P450 2D
(Schwein) handelt, welches unter aeroben Bedingungen N-hydroxylierte
Verbindungen zu reduzieren vermag. In Abwesenheit eines Substrates findet
allerdings keine Reduktion des P450-Enzyms durch Cytochrom bs und bs-Reduktase
statt. Bevorzugtes Cosubstrat der Reduktion ist NADH, die hoéchsten
Umsetzungsraten wurden mit einem pHWert des Inkubationspuffers von 6.3 erzielt.
Das P450-Isoenzym 2D war zur O-Demethylierung von Dextromethorphan befahigt,
wobei die Umsetzung in Konkurrenz zur Reduktion von Benzamidoxim stand. Eine
Steigerung der Reduktaseaktivitat wurde nach Zusatz an Superoxiddismutase zum
Inkubationsansatz beobachtet. Die Umsetzung von Benzamidoxim zum Benzamidin
wurde nicht durch Cyanid-lonen gehemmt, was normalerweise fur P450-Reaktionen
der Fall ist. Substratbindungsspektren ergaben eine Mischform aus Typ  und Typ II-
Spektren.
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4.1.3. Zielsetzung

Aufgrund der besonderen Bedeutung N-hydroxylierter stickstoffhaltiger funktioneller
Gruppen fur die Pharmakologie und Toxikologie (s. 1.4) soll der Mechanismus der
Benzamidoxim-Reduktase weiter untersucht werden. Es besteht z.B. noch keine
Klarheit dartber, ob bei der Bildung der entsprechenden delydroxylierten
Verbindungen - wie Amidinen und Guanidinen - isolierbare Zwischenstufen
durchlaufen werden. Es ist bisher auch noch nicht festgestellt worden, ob die
Reaktionen nur in Gegenwart von Sauerstoff ablaufen. Hierzu sollen Umsetzungen
unter sauerstofffreier Atmosphare durchgefihrt werden. Wenn Q fir die
Umsetzungen notwendig ist, kdnnte man postulieren, dafl} in Gegenwart des P450
Enzyms und von Sauerstoff zaunachst die N-hydroxylierten Verbindungen ein zweites
Mal hydroxyliert werden und eine solche Zwischenstufe zerfallt. Die in Abb. 45
gezeigte dihydroxylierte Verbindung wirde am Beispiel von Benzamidoxim gebildet

werden und soll zu Vergleichszwecken zunachst synthetisch gwonnen werden.

OH

=Z

OH

N~

Abb. 4-5. N,N’-Dihydroxybenzamidin.

Die Beteiligung von Cytochrom bs an der Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen
konnte durch Zusatz eines Antikérpers gegen Cytochrom k bestatigt werden.
Weiterhin konnte die 3.unbekannte Proteinkomponente dieses reduktiven
Enzymsystems als P450-Isoenzym identifiziert werden. Nun soll auch die Beteiligung
der NADH-Cytochrom bs Reduktase an der Biotransformation von Benzamidoxim zu
Benzamidin weiter untermauert werden. Hierzu sollen weitere Inhibitorstudien mit

Hemmstoffen der bs-Reduktase durchgefiihrt werden.

Die gegenwartigen Uberlegungen gehen davon aus daR die einzelnen

Komponenten, NADH-Cytochrom bs Reduktase, Cytochrom bs und Cytochrom P450,
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wie in Abb. 4-6 angegeben, miteinander wechselwirken. Durch entsprechende
spektroskopische Untersuchungen soll Uberprift werden, ob der Elektronenflufd

zutreffend ist.

NADPH NADP+

fp2
Cyt b5 \_j RW&N\OH

fp1 I
Y ‘X' Fel) P450 Q NH,
Cyt b5

NAD+* fp1 H2 (Felll) m R

20, 20, Y

NADH

Abb. 4-6: Postulierter Mechanismus der Benzamidoxim-Reduktase [Méller, 1997].

fo1: NADH-Cytochrom b; Reduktase fp2:NADPH-Cytochrom P450 Reduktase.

Hierzu sollen zunachst Substratbindungsspektren mit Mikrosomen spater dann mit
dem gereinigten Enzym durchgefiihrt werden, wobei die Zugabe der Redoxpartner

Cytochrom bs und bs-Reduktase sowie NADH spektroskopisch verfolgt werden soll.
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4.2. Methoden

4.2.1. Reduktion von Benzamidoxim unter anaeroben Be-

dingungen

Alle fur die Inkubation bendtigten Puffer und Lésungen wurden durch Begasen mit
Helium von Sauerstoff befreit.

In einem Exsikkator wurde durch mehrfaches Entgasen mittels Wasserstrahlpumpe
und erneutes Befiillen mit Argon eine sauerstofffreie Atmosphare geschaffen.

Fur die Umsetzung mit Mikrosomen wurden 100 ug mikrosomales Protein zusammen
mit 0.5 mM Benzamidoxim und 1 mM NADH in 100mM Phosphatpuffer pH 6.3 auf
Eis im Exsikkator zusammenpipettiert. Fir die Reduktion im rekonstituierten System
erfolgte ein Vermischen von 5 pg gereinigter Benzamidoxim-Reduktase (CYP2D),
50 pmol Cytochrom bs, 0.35 U NADH-Cytochrom bs Reduktase, 40 yM DLPC sowie
ebenfalls 0.5 mM Benzamidoxim und 1 mM NADH in dem gleichen Puffer. Das
Inkubationsvolumen betrug jeweils 150 pl. Beide Umsetzurgen fanden in 1.5 ml
Reaktionsgefallen in sauerstoffreier Atmosphare statt. Nach sorgfaltigem
Verschlielen der Gefalle wurden diese in ein 37 °C Schittelwasserbad tberfuhrt
und 33 min inkubiert.

Um die anaeroben Bedingungen wahrend der gesamten Versuchsdurdfihrung
aufrecht zu erhalten, wurde hierbei auf eine Vorinkubation verzichtet. Das Abstoppen
erfolgte sofort nach Offnen der GefaBe durch Zusatz von 150 pl Methanol.
Gleichzeitig wurde eine Kontrollinkubation unter aeroben Bedingungen wie unter
2.2.1.3.6.1. beschrieben durchgefihrt. Nach Zentrifugation wurden alle Ansatze
mittels HPLC quantifiziert (2.2.1.3.6.2.).

Parallel hierzu wurden Ansatze mit gleicher Zusammensetzung unter aeroben

Bedingungen, wie oben beschrieben, inkubiert und quantifiziert.

4.2.2. Hemmstudien mit 5-Propyl-2-thiouracil

Einem Inkubationsansatz mit Schweinelebermikrosomen (analog 2.2.1.3.6.1.)

wurden steigende Mengen an 5-Propyl-2-thiouracil zugesetzt, um dessen Einflul3 auf

die Reduktion von Benzamidoxim zu Uberprifen. Es wurde 300 uyg mkrosomales
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Protein mit unterschiedlichen Mengen an 5Propyl-2-thiouracil im Bereich von 10 bis
100 uM in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4 versetzt und 10 min bei 37 °C im
Schittelwasserbad vorinkubiert. Nach Beimischen von 0.5 mM Benzamidoxim wurde
weitere 3 min vorinkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 1 mM NADH
gestartet. Nach 30 min wurde der 300 pytAnsatz mit der gleichen Menge Methanol
wieder abgestoppt, zentrifugiert und wie unter 2.2.1.3.6.2. beschrieben mittels HPLC

quantifiziert.

4.2.3. Spektroskopische Untersuchungen

Es wurden Substratbindungsspektren in Anlehnung an das von Schenkmanet al.

[1967] entwickelte Verfahren vermessen.

4.2.3.1. Substratbindungsspektren mit Schweinelebermikrosomen

Die Untersuchungen wurden in 100 mM Phosphatpuffer pH7.4 durchgefihrt. Nach
Verdinnen der Schweinelebermikrosomen auf einen P450Gehalt von 1.14 nmol/ml
wurden je 800 pl dieser Losung in Quarzkuvetten gefillt. Der Probenkivette wurde
das zuvor in Phosphatpuffer pH 7.4 geloste Substrat bis zu einer Endkonzentration
von 2 mM und einem Endvolumen von 1000 ul hinzugefligt. Die Referenzkivette
wurde entsprechend mit Phosphatpuffer pH 7.4 bis zum gleichen Volumen aufgefillt,
so daf jedesmal 0.9 nmol mikrosomales P450 fir die Messung verwendet wurden.
Es wurden Spektren im Bereich von 350 nm bis 460 nm bei Raumtemperatur
aufgenommen. Die Studie wurde mit den Substraten Octylamin, Benzamidoxim,
p-Chlor-, p-Brom-, p-Methyl-, p-Methoxy-, p-Cyano- und p-Nitrobenzamidoxim
durchgefihrt.
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4.2.3.2. Substratbindungsspektren mit der gereinigten Benzamidoxim-
Reduktase

Die Aufnahme der Spektren wurde ebenfalls in 100 mM Phosphatpuffer pH 7.4
durchgefuhrt. Hierfir wurde eine gereinigte BenzamidoximReduktase-Fraktion
(CYP2D) auf einen P450-Gehalt von 0.3 nmol/ml eingestellt und jeweils 1 ml dieser
Verdinnung in Quarzkivetten gefullt. Der Probenklvette wurde 2 mM
p-Methylbenzamidoxim zugesetzt, wahrend sich in der Referenzkivette lediglich
Enzym-Puffer-Losung befand. Spektren im Bereich von 350 nm bis 460 nm wurden
aufgenommen und es wurde ein Diferenzspektrum gebildet. AnschlieRend wurde in
die Probenklvette zu der Benzamidoxim-Reduktase (CYP2D) und dem Substrat
36.85 nmol Cytochrom bs sowie 3.3 U NADH-Cytochrom bs Reduktase gegeben. Es
wurde erneut ein UV/VIS-Spektrum im genannten Wellenlangenkereich
aufgenommen und das Differenzspektrum mit der reinen EnzymPuffer-Lésung
gebildet. SchlieBlich wurde dem Ansatz in der Probenklvette noch eine 1 mM
Konzentration an NADH hinzugefigt, bevor dieser wiederum spektroskopisch
zwischen 350 und 460 nm vermessen und ein Differenzspektrum, wie vorher
beschrieben, gebildet wurde. Zur Kontrolle wurden die gleichen Mengen an
Cytochrom bs und seiner Reduktase wie oben angegeben in 100 mM Phosphatpuffer

pH 7.4 gelost und im aufgefiihrten Wellenlangenbereich vermessen.

Die gesamte Studie wurde ebenfalls mit rekombinantem, gereinigten CYP3A4
(Panvera) anstelle der Benzamidoxim-Reduktase (CYP2D) aus dem Schwein, wie
zuvor beschrieben, durchgefiihrt. Fur die Aufnahme der Spektren wurde auf einen
P450-Gehalt von ca. 0.2 nmol/ml 3A4 verdinnt.
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4.3. Ergebnisse

4.3.1. Reduktion von Benzamidoxim unter anaeroben Be-

dingungen

Die Reduktion von Benzamidoxim zum Benzamidin wurde unter aeroben sowie
anaeroben Bedingungen geprtft. Dabei wurden die Umsetzungsraten zum einen in
Schweinelebermikrosomen zum anderen im rekonstituierten Enzymsystem in
Anwesenheit und unter Ausschlu® von Sauerstoff bestimmt. Die Ergebnisse dieser

Studie sind in Abbildung 4-7 zusammengefalit.
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Abb. 4-7. Reduktion von Benzamidoxim durch Schweinelebermikrosomen und das

rekonstituierte = Enzymsystem unter aeroben und anaeroben

Bedingungen (n = 4).

In Schweinelebermikrosomen wurde eine Reduktaseaktivitat von 0.85+ 0.04 nmol
Benzamidin/min/mg Protein unter aeroben Bedingungen gemesn. Unter
Sauerstoffausschluld erfolgte die Umsetzung mit einer etwas hoheren Rate von

1.03 + 0.05 nmol/min/mg. Diese leichte Steigerung der Aktivitat erwies sich jedoch
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als signifikant im student’s ttest (P = 0.0009). Das rekonstituierte System reduzierte
Benzamidoxim aerob mit 1.58 + 0.04 nmol Benzamidin/min/mg Protein, wahrend in
Argonatmosphare eine etwas geringere Aktivitat von 1.40 + 0.01 nmol/min/mg
detektiert wurde. Auch hier zeigte sich der Unterschied in den Umsetzungsraten
unter aeroben sowie anaeroben Bedingungen als signifikant im student’s ttest
(P =0.026).

4.3.2. EinfluB des Hemmstoffs 5-Propyl-2-thiouracil

Die Beteiligung der NADH-Cytochrom bs Reduktase an der Reduktion von
Benzamidoxim in Schweinelebermikrosomen sollte tUberprift werden. Hierfiir wurde
ein Hemmstoff dieses Flavoproteins, das 5Propyl-2-thiouracil, entsprechenden
Inkubationsansatzen in steigender Konzentration zugesetzt [Barham und Stratford,
1996]. Das Ergebnis dieser Hemmstudie gibt Abbildung 48 wieder.
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nmol Benzamidin/min/mg Protein

ohne 10 mM 25 mM 40 mM 50 mM 60 mM 80 mM 100 mM
Zusatz 5-Propyl-2-thiouracil
Abb. 4-8. Beeinflussung der Reduktion von Benzamidoxim in Schweineleber-

mikrosomen durch den NADH-Cytochrom bs; Reduktase-Hemmstoff

5-Propyl-2-thiouracil (n = 4).
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Ohne Zusatz von 5-Propyl-2-thiouracil wurde eine Reduktaseaktivitat von1.51 + 0.07
nmol Benzamidin/min/mg Protein detektiert. Samtliche Inkubationsansatze, denen
der Hemmstoff beigefligt war, unterschieden sich signifikant von dem ohne Inhibitor.
Dabei unterschied sich der 40 mM Ansatz mit einer Umsetzungsrate von 1.26+ 0.14
nmol/min/mg mit einer Wahrscheinlichkeit von 96 % signifikant von dem ohne
Hemmstoff. Ein Zusatz von 100 mM 5-Propyl-2-thiouracil bewirkte ein signifikantes
Absinken der Aktivitat auf 0.43 £ 0.01 nmol Benzamidin/min/mg Protein (P =
0.00001). Zwischen den 10 bis 60 mM Ansatzen war kein signifikanter Unterschied
zu verzeichnen ( P > 0.05). Trotzdem laf3t sich eine Hemmung der Reduktion durch
grolere Mengen an Inhibitor erkennen, unterstrichen durch das Ergebnis des

100 mM Zusatzes an Hemmstoff.

4.3.3. Spektroskopische Untersuchungen

4.3.3.1. Substratbindungsspektren mit Schweinelebermikrosomen

Es wurden Differenzspektren von Schweinelebermikrosomen in Anr und
Abwesenheit eines Substrats vermessen. Dabei diente die spektroskopische
Untersuchung mit dem Substrat Octylamin als Kontrolle fir die Mel3bedingungen,
bei der sich ein typisches Typ IFSpektrum mit einem Maximum bei 426 nm sowie
einem Minimum bei 408nm bildete (Abb. 4-9a). Daraufhin wurden
Substratbindungsspektren  verschiedener para-substituierter = Benzamidoxime
(p-Methyl, p-Methoxy, p-Cyano, p-Brom, p-Chlor, p-Nitro, unsubstituiertes
Benzamidoxim) aufgenommen. Fir alle Benzamidoxime wurde ein fast identisches
Ergebnis erzielt. Es wurde ein Maximum bei ca. 412 nm sowie ein Minimum bei ca.
426 nm gemessen. Tabelle 4-1 gibt eine Ubersicht der einzelnen ermittelten Minima

und Maxima dieser Differenzspektren.
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Tab. 4-1. Minima und Maxima der Substratbindungsspektren verschiedener para-

substituierter Benzamidoxime in Schweinelbermikrosmen.

Substrat Max [nm] Min [nm] AA

Octylamin 426 408 0.200
Benzamidoxim 410 424 0.053
p-Methoxybenzamidoxim 412 427 0.032
p-Methylbenzamidoxim 412 427 0.042
p-Cyanobenzamidoxim 411 427 0.045
p-Brombenzamidoxim 411 425 0.030
p-Chlorbenzamidoxim 412 424 0.029
p-Nitrobenzamidoxim ND ND ND

ND = not detectable

Es konnte kein aussagekraftiges  Substratbindungsspektrum mit p
Nitrobenzamidoxim aufgenommen werden, da dieses Substrat in dem gewahlten
MeRbereich von 350 bis 460nm eine starke Eigenabsorption besitzt, welche
madgliche Enzym-Substrat-Interaktionen zZu Uberlagern vermag. Alle
Differenzspektren sind weiterhin durch einen Anstieg der Absorption bei
Wellenlangen groRer als 427 nm, der schlielllich in einer Sattigung resultiert,
gekennzeichnet. Trotzdem la3t sich kein eindeutiges awveites Maximum in diesem
Bereich definieren. Abbildung 4-9b zeigt ein typisches Substratbindunsspektrum der

para-substituierten Benzamidoxime.
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Abb. 4-9. Substratbindungsspektrum in Schweinelebermikrosomen. Bildung des

Differenzspektrums nach Zugabe von a, 2 mM Octylamin und b, 2 mM

p-Brombenzamidoxim.

4.3.3.2. Substratbindungsspektren mit der gereinigten Benzamidoxim-
Reduktase

Es wurde ein Substratbindungsspektrum der gereinigten BenzamidoximReduktase
mit p-Methylbenzamidoxim aufgenommen. Hierfir zegte sich lediglich ein
Absorptionsminimum bei 416 nm, ein Maximum liel3 sich nicht eindeutig bestimmen.
Ein Zusatz von Cytochrom bs sowie der NADH-Cytochrom bs Reduktase zu diesem
Ansatz lie3 ein Maximum bei 412 nm erkennen, welches jedoch durch das

Cytochrom bs verursacht wurde. Eine weitere Zugabe des Reduktionsaquivalents
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NADH fuhrte zu einem Absorptionsminimum bei 409 nm sowie einer Verschiebung

des Maxim

ums zu 423 nm. Alle Ergebnisse sind in Abbildung 410 zusammengefalit.

0.02
0.04 | — o
i . !
f — . !
0.00 ; ....... T
-0.01 | '
350 400 450 nm

0. 10

el

0,00

EEO

4,00 !
i
1 "\\ i
EOO e e e R R R R R R R I R I I LI I IO RGN |
\, i
-
s, ]
*, i
eIy ¢ B RS F R L T T T S AR ‘
~.,\ \‘ :
., H
A i
A '
. -,
Te B LT P PR P R T T R A I

- .

e .

., B

e
\‘“M»Hﬁ_ﬁ_________p———ﬁ i
L, 00 :

EEO 400 450 NM

Abb. 4

Substratbindungsspektren der Benzamidoxim-Reduktase aus dem
Schwein. Nach Zugabe von a, 2 mM p-Methylbenzamidoxim; b, 36.85 nmol
Cytochrom bs und 3.3 U NADH-Cytochrom bs Reduktase zu a; ¢, 1 mM NADH

zZu b.
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4.3.3.3. Substratbindungsspektren mit dem rekombinanten, gereinigten
CYP3A4

Substratbindungsspektren des rekombinanten, gereinigten CYP3A4 der Firma
Panvera mit p-Methylbenzamidoxim flhrten zu ahnlichen Ergebnissen wie die unter
4.3.3.2. beschriebenen Spektren mit gereinigter BenzamidoximReduktase aus dem
Schwein. Das Differenzspektrum des CYP3A4 zusammen mit dem Substrat
resultierte in einem Minimum bei 417 nm. Wieder war kein eindeutiges Maximum zu
bestimmen. Der Zusatz von Cytochrom bs und der Cytochrom bs Reduktase fiihrte
lediglich zu einem Absorptionsmaximum bei 412 nm. In diesem Fall war kein
Minimum zu erkennen. Die weitere Zugabe von NADH ergab ein Absorptionsplateau
zwischen 403 und 425 nm. Eindeutige Maxima und Minima lieen sich fir diesen
Ansatz mit 3A4, bs, bs-Reduktase sowie NADH nicht bestimmen. Auch diese

Ergebnisse sind in Abbildung 4-11 zusammengefalt.
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4.4. Diskussion

Es wurden indirekte Untersuchungen mit dem Ziel, weitere Erkenntnisse zum
Mechanismus der Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen 2zu erlangen,
durchgefuhrt. So wurde unter anaeroben Bedingungen inkubiert, um die Rolle von
Sauerstoff an der Reduktion zu dberprifen. Weiterhin  wurden Hemmestoffe
eingesetzt, die den Elektronentransfer naher untersuchen sollten, sowie
spektroskopische Untersuchungen zur Aufklarung der Art der Substratbindung an
das Enzym. Da ein direkter Nachweis der Interaktion des P450 mit seinen
Redoxpartnern sowie die Entstehung von Zwischenstufen wahrend der reduktiven
Katalyse noch ausstehen, kdnnen bisher nur Spekulationen zum katalytischen Zyklus

gemacht werden.

Die Zusammensetzung des reduktiven Enzymsystems konnte von Lomb [1995] und
Moller [1997] aufgeklart werden. Es handelt sich zum einen um ein P45@Isoenzym
der Familie 2D im Schwein, was durch typische CODifferenzspektren sowie die fur

CYP2D charakteristische O-Demethylierung von Dextromethorphan bestatigt wurde.

Weiterhin konnte die Beteiligung von Cytochrom bs an der Reduktion gezeigt werden.
Ein Antikdrper gegen Cytochrom b; flihrte zu einer starken Hemmung der Reaktion.
Zudem bewirkten steigende Mengen dieses Coenzyms im Inkubationsansatz auch
linear ansteigende Umsetzungsraten[Lomb, 1995].

In der vorliegenden Arbeit konnte auch die Beteiligung der NADHCytochrom bs
Reduktase durch Einsatz eines Hemmstoffes weiter untermauert werden. 5Propyl-2-
thiouracil ist ein Inhibitor der NADH-Cytochrom bs Reduktase [Barham and Stratford,
1996]. Durch 10 mM Zusatz zu einem Inkubationsansatz mit Schweineleber
mikrosomen konnte bereits eine signifikante Reduktion der Aktivitat verzeichnet
werden, durch 100 mM Zusatz sank die Umsetzungsrate weiter auf ca. 30 % ab.

Das Zusammenspiel von bs-Reduktase, Cytochrom bs und P450 wird weiterhin durch
die Tatsache bestatigt, dal® in Abwesenheit einer der drei Bestandteile keine oder nur
eine geringe Reduktase-Aktivitat vorhanden war. NADH stellt das bevorzugte
Cosubstrat fur die Reaktion dar, was ebenfalk fir den Elektronentransfer via

Cytochrom bs spricht.
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Die Ubertragung eines Elektrons von NADH (iber die k-Reduktase auf Cytochrom bs
wurde bereits aufgeklart [Testa, 1995]. Ein weiterer Elektronentransport von
Cytochrom bs auf ein P450-Enzym wurde aufgrund der Redoxpotentiale aber nur fir
das 2. Elektron im Oxygenierungszklus beschrieben. Cytochrom P450 besitzt im
Ruhezustand ein Redoxpotential von etwa —300 mV und Cytochrom bs von etwa
0 mV, wodurch eine Reduktion von P450 thermodynamisch unginstig ersheint
[Guengerich, 2001]. Dennoch konnte auch die Ubertragung beider Elektronen von
Cytochrom bs auf P450 fir die Oxygenierung beschrieben werden [Ingelmann
Sundberg, 1984; Yamazaki, 1996b]. Die Reduktion des Hameisens von CYP2D
konnte nur in Anwesenheit eines Substrates detektiert werden [Moller, 1997].
Daraus laRt sich schlieBen, dall die Bindung des Amidoxims wahrscheinlich eine
Erhdhung des P450-Redoxpotentials zur Folge hat. Die Interaktion des Cytochrom b
mit P450 kann zwar schon durch entsprechende Komplexbildung das Potential von
Cytochrom bs erniedrigen, dieses allein erscheint jedoch nicht ausreichend. Die
Elektronentbertragung kann erst im Zusammenspiel mit der Erhdhung des P450
Redoxpotentials durch die Substratbindung erfolgen. Das Redoxpotental von
Cytochrom bs kann durch die Veranderung der Dielektrizitat der Mikroumwelt des

Hams z.B. durch eine solche Komplexbildung beeinflul3t werden [Riveraet al., 1998].

Die Art der Substratbindung an das P450Enzym wurde mittels UV/VIS
Spektroskopie untersucht. Ein Benzamidoxim-Bindungspektrum mit gereinigtem
CYP2D erlaubte keine eindeutige Zuordnung, sondern ergab ein Mischspektrum. Ein
Absorptionsmaximum von 390 nm und ein Minimum von 415 nm lielRen eher auf ein
Typ I-Spektrum schlieRen, wahrend der Angieg bei 430 nm dem Maximum eines
Typ 1I-Spektum ahnelte [Moller, 1997]. Ein Substratbindungspektrum mit gereinigtem
CYP2D und p-Methylbenzamidoxim fihrte in der vorliegenden Arbeit zu einem
ahnlichen Ergebnis, ebenso wie mit rekombinantem, gereinigtem CYRBA4, welches
nicht zur Reduktion von Benzamidoxim in der Lage ist. Auch hier war ein
Mischspektrum mit &ahnlichem Verlauf zu erkennen. Die Mischspektiren mit
gereinigtem CYP2D lassen daraufschlieen, da Amidoxime sowohl an hydrophobe
Bindungstaschen als auch an das Ham direkt binden konnen.

Eine Interaktion mit Cytochrom b; und seiner Reduktase konnte spektroskopisch
aufgrund der hohen Eigenabsorption von Cytochrom ky leider nicht verfolgt werden.

Ein weiterer Zusatz von NADH in die MeRkivette fihrte jedod zu einer
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Verschiebung des Minimums auf 409 nm, und ein Maximum bei 423 nm war zu
erkennen. Dieses Spektrum mit NADH unterschied sich deutlich von dem mit
CYP3A4, in dem kein Minimum bzw. eindeutiges Maximum bei den angegebenen
Wellenlangen gemessen wurde. Diese Spektren mit allen Bestandteilen des
rekonstituierten Systems deuten auf unterschiedliche Interaktionen der Redoxpartner
mit CYP2D und CYP3A4 hin, wahrend die reine Substratbindung keinen Unterschied

ergab.

Substratbindungsspektren mit verschiedenen p-substituierten Benzamidoximen in
Schweinelebermikrosomen fuhrten immer zu ahnlichen Ergebnissen, die sich jedoch
deutlich von den Bindungsspektren mit gereinigtem Enzym unterschieden. Fir alle
Substrate wurde ein Absorptionsmaximum bei 412nm und einem Minimum bei
426 nm gemessen. Eine eindeutige Zuordnung zu einem Bindungstyp war aber auch
hier nicht moglich. Die unterschiedlichen Bindungsspektren mit Mikrosomen und
gereinigten Enzymen kommen entweder durch die Beeinflussung der Spektren durch
andere mikrosomale Bestandteile zustande oder lassen auf weitere mikrosomale

Enzymsysteme schlie3en, die zur N-Reduktion befahigt sind.

Fur ein und dasselbe Substrat wurden bereits beide Bindungstypen in Abhangigkeit
von der Konzentrationen und dem pHWert detektiert [Guengerich, 2001].
Stickstoffhaltige Gruppen binden bevorzugt an Felll, aber auch an Fe-ll des P450-
Hams und fihren zu klassischen Typ I[FSpektren. Sauerstoffhaltige Gruppen
hingegen binden nur an Fe-lll und erzeugen in der Regel reverse Typ I-Spektren. Flr
viele Substrate wurde jedoch sowohl eine Ligandenbindung als auch eine Bindung
an hydrophobe Taschen des Enzyms beschrieben [Testa, 1995].

Die Zuordnung der gemessenen Spektren konnte nicht eindeutig erfolgen. Entweder
wird ein Teil der Amidoxime an das Ham und der andere an das Apoprotein
gebunden, wodurch es zu Uberlappenden Typ F und Typ II-Spektren kommt.
Wahrscheinlicher aber ist, dal® es sich um einen neuen Typ handelt, bei dem es
gleichzeitig zur Bindung des Substrats an das Ham und eing Interaktion mit dem
Apoprotein kommt. Die Ligandenbindung kann angenommen werden, da in einem
P450-Modellversuch mit der Microperoxidase-8 eine Hambindung von p-Methoxy-
und p-Chlorbenzamidoxim durch Bildung von Typ IFSpektren nachgewiesen wurde
[Lefevre-Grobiollot et al., 2001]. Da es sich hierbei um ein P450-Modell und nicht um
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das fur die Reduktion verantwortliche Enzym handelt, konnte auch keine Interaktion
des Substrats mit dem Apoprotein detektiert werden. Fur die zusatzliche
Wechselwirkung mit dem Proteinanteil in der Nahe des Hams spricht, dal® erst die
Substratbindung zur Reduktion des P450-Enzyms durch Cytochrom bs und
bs-Reduktase fuhrt, und das Amidoxim demnach wahrscheinlich das Redoxpotential
moduliert.

Im folgenden soll ein Mechanismus fir die Reduktion N-Hdroxylierter Verbindungen
durch P450 postuliert werden (Abb. 4-12).

Dabei kommt es Uber den Sauerstoff der Amidoximgruppe zur Anlagerung des
Substrats an das Ham. Dabei tritt wahrscheinlich auch eine Wechselwirkung mit dem
Apoprotein auf, die das Redoxpotential des P450 erhéht. Zudem konnte die
Anlagerung so erfolgen, dald der Zugangstunnel fur Sauerstoff und andere kleine
Molekile zum Ham versperrt ware, wodurch auch der fehlende Einfluy von

Sauerstoff und Cyanid-lonen auf die Reduktion erklaren werden kénnte.

201



MECHANISMUS DER REDUKTION VON BENZAMIDOXIMEN

R
\
Irrotein /C= N\ Fl’rotein
S H,N OH S
\II:eIII’ \||=elll’
| o |
0\\ -H,0 0\\
: ﬁ
C
R™ "NH,
+ 2H+
NH
g 2e- 4\
R” “NH by

| |

bs-Reduktase

!

NADH

Abb. 4-12. Wahrscheinlicher = Mechanismus der Reduktion N-hydroxylierter
Verbindungen durch Cytochrom bs, bs-Reduktase und Cytochrom P450.

Die Ubertragung der beiden Elektronen erfolgt wahrscheinlichrasch hintereinander.
Auch Lomb postuliert einen Mechanismus, bei dem es zur Komplexbildung des P450
mit Cytochrom bs kommt. Der gebildete Fe IlIF Fe Ill- Komplex kann gleichzeitig zwei
Elektronen von der P450-Reduktase aufnehmen, wodurch ein Fell- Fe |I- Komplex
entstehen wirde. Eine fast simultane Ubertragung der beiden Elektronen auf das

Substrat konnte nun erfolgen.

Die Reduktion steht vermutlich in Konkurrenz mit Oxidationsreaktionen. Eine
Hemmung der Umsetzung von Amidoximen durch Sauerstoff trittnicht auf, was fir
andere durch P450 katalysierte Reduktionen der Fall ist. Die Reduktion konnte in der
vorliegenden Arbeit unter anaeroben Bedingungen genauso effektiv gezeigt werden
wie unter aeroben. Das bedeutet, dal3 Sauerstoff nicht an der Katalyse keteiligt ist
und die Reduktion unabhangig von Sauerstoff verlduft. Hierdurch wird die
Entstehung der dihydroxylierten Verbindung und deren weiterer Zerfall zu

Benzamidin und Wasser unwahrscheinlich.
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Die geringen Umsetzungsraten des rekonstituierten Systens bei dieser Studie
kommen durch eine Benzamidoxim-Reduktase mit niedriger Aktivitat zustande. Da
aber sowohl fir die Inkubation unter aeroben als auch unter anaeroben Bedingungen
das gleiche Enzym verwendet wurde, sind die ermittelten Umsetzungsraten durtaus

vergleichbar.

Die Zerstorung von Superoxid-Radikalanionen wahrend der Inkubation durch
Superoxiddismutase filhrte zu einer Steigerung der Umsetzungsraten der Reduktion
von Benzamidoxim [Moller, 1997]. Die gesteigerte Aktivitat des reduktiven
Enzymsystems durch Zerstorung dieser reaktiven Sauerstoffspezies, die vor allem
bei oxidativen katalytischen Reaktionen entsteht, spricht fir eine Konkurrenz
zwischen Reduktion und Oxidation unter aeroben Bedingungen. Am Cytochrom
P450 konnte in Anwesenheit von Sauerstoff sowohl die Reduktion des Substrats als
auch die Entstehung von Superoxidradikalanionen erfolgen, die das Hameisen fur
weitere Substratreduktionen blockieren wirden. Eine weitere Oxidation von
Benzamidoxim durch Superoxidradikale zu Benzamid und NO wurde in
Kaninchenlebermikrosomen beobachtet [Jung, 1994]. Das rekonstituierte System
aus dem Schwein war jedoch nicht in der Lage, diese Reaktion zu katalysieren
[Moller, 1997]. Die NO- und Benzamid-Entstehung scheint durch ein anderes

Enzymsystem katalysiert zu werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der vorliegenden Arbeit wurden die enzymatischen Grundlagen der
sauerstoffunabhangigen N-reduktiven Biotransformation untersucht.

Die Komponenten eines mikrosomalen Enzymsystems, welches die Reduktion N-
hydroxylierter Verbindungen in Schweineleber katalysiert, konnten in voran
gegangenen Arbeiten eindeutig identifiziert werden [Clementet al., 1997]. Es handelt
sich hierbei um ein Enzymsystem aus Cytochrom h;, der NADH-Cytochrom bs
Reduktase sowie einem Cytochrom P450 Isoenzym der Unterfamilie 2D, welches
auch als Benzamidoxim-Reduktase bezeichnet wird.

Im Menschen konnte ein ahnliches Enzymsystem nachgewiesen werden, welches
sich lediglich in dem beteiligten P450-Isoenzym unterscheidet. Die Isolierung und
anschlieBende Teilsequenzierung der humanen BenzamidoximReduktase ergab
eine vollstandige Ubereinstimmung mit dem Cytochrom P45G@Isoenzym 2A6. Ebenso
zeigte das isolierte Enzym die 2A6-Markeraktivitat, die Cumarin-7-Hydroxylierung
[Rieckert, 1999; Behrens, 1999].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das CYP2A6 nach literaturbekannter Vorschrift [Yun
et al., 1991] aus humanen Lebermikrosomen isoliert, um die Beteiligung dieses
Isoenzyms an der Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen zu bestatigen. Die
Isolierung von CYP2A6 konnte zum einen durch Reaktion mit einem Immunoblot
spezifischen Antikdrper gegen dieses Isoenzym im WesternBlot, zum anderen durch
Sequenzierung mittels MALDFMS bestatigt werden.

Das gereinigte CYP2A6 zeigte eine effiziente Reduktion der Modellsubstanz
Benzamidoxim (Abb. 51). Auch weitere N-hydroxylierte Verbindungen wie das
N-Hydroxyamidinohydrazon Guanoxabenz und das Amidoximprodrug RO 48-3656
wurden durch das Enzymsystem bestehend aus Cytochrom Ly, der bs-Reduktase
sowie dem CYP2A6 reduziert. Die Umsetzung von Benzamidoxim wurde im
genannten rekonstituierten Enzymsystem durch einen reaktionsspezifischen
Antikorper gegen CYP2AG6 inhibiert. Somit konnte der Hinweis auf die Beteiligung
des humanen Cytochrom P450-Isoenzyms 2A6 an der Reduktion N-hydroxylierter

Verbindungen bestatigt werden.
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In humanen Lebermikrosomen erfolgte jedoch keine Hemmung der Reduktion durch
diesen Antikorper. Dieses laldt auf eine Beteiligung mehrerer mikrosomaler Enzym
systeme an der Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen schliel3en.

Eine Substrathemmung von Benzamidoxim und Cumarin konnte weder im
rekonstituierten System noch in humanen Lebernmikrosomen nachgewiesen werden.
Durch die fehlende Konkurrenz beider Substrate kann auf zwei unterschiedliche
Bindungsstellen am CYP2A6 geschlossen werden.

CYP2A6
AN P450-Reduktase AN
NADPH
>
O @] HO O O
Cumarin 7-Hydroxycumarin
CYP2A6

Cytochrom by

/ N—OH bs-Reduktase , NH
o7 NADH &
—_—»
\
\NH NH
Benzamidoxim Benzamidin

Abb. 5-1. Durch Cytochrom P450 2A6 katalysierte Reaktionen.

Obwohl isoliertes CYP2A6 die Reduktion von Benzamidoxim katalysiert, ist inE. coli
exprimiertes CYP2AG6 hierzu nicht in der Lage. Umdieses zu erklaren, erfolgte in der
vorliegenden Arbeit die Isolierung von rekombinant exprimiertem CYP2A6 aus
Hefezellen. Auch das gereinigte rekombinant exprimierte CYP2A6 zeigte keine
Reduktase-Aktivitat im rekonstituierten Enzymsystem mit Cytochrom ky und der bs-
Reduktase. Ein Grund hierfur kdnnte in der Anwesenheit hemmender Bestandteile im
Expressionssystem liegen, welche die Reduktion inhibieren, wahrend die Oxidation
nicht beeinflult wird. Die Umsetzungsrate von Benzamidoxim in humanen
Lebermikrosomen wurde sowohl durch einen Zusatz von Hefezellen als auch durch

die hieraus gereinigte 2A6-Endfraktion konzentrationsabhangig vermindert.
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Die Ursache fir die fehlende Reduktion von Benzamidoxim durch rekombinant
exprimiertes CYP2A6 soll im Rahmen nachfolgender Arbeiten genauer untersucht

werden.

Weitere Studien dieser Arbeit befal’ten sich mit moglichen Quantitativen Struktur
Aktivitats-Beziehungen der Reduktion verschiedener para-substituierter Benz-
amidoxime (Abb. 5-2). Die Umsetzung dieser Benzamidoxime erfolgte zum einen in
Schweinelebermikrosomen, zum anderen im rekonstituierten Enzymsystem des
Schweins. Eine Korrelation von Maximalgeschwindigkeiten oder MichaelisMenten-
Konstanten der Reduktion in Mikrosomen mit elektronischen Effekten oder der
Lipophile der para-substitutierten Benzamidoxime liel3 sich nicht nachweisen. Fir
das rekonstituierte Enzymsystem hingegen konnte eine lineare Abhangigkeit der
Michaelis-Menten-Konstante und der Katalytischen Effizienz von den elektronischen
Effekten der Substituenten in para-Stellung gezeigt werden. Elektronendonatoren
bewirkten hierbei sowohl kleinere K,-Werte als auch eine hdhere katalytische
Effizienz. Dieses Ergebnis mufd durch Umsetzung mit weiteren Enzymchargen
verifiziert werden.

Samtliche para-substituierten Benzamidoxime ebenso wie das Amidoximprodrug
RO 48-3656 wurden in Schweinelebermikrosomen und dem rekonstituierten
Enzymsystem sehr effizient reduziert. Hierdurch wird die Anwendbarkeit von
Amidoximen als prodrugs fir Amidine bestatigt. Die Arzneistoféntwicklung kann
unabhangig vom Substituenten erfolgen und das Amidin mit der jeweils besten

Wirkung als Arzneistoffkandidat weiter verfolgt werden.

mikrosomales Enzymsystem

(CYP2D, Cytochrom b,
bs-Reduktase)

N—OH  NADH NH
/,
ROC\/ - ROC//
NH N-Reduktion \

2 NH,

R = OCH,, CH,, Br, Cl, CN, NO,

Abb. 5-2. Reduktion verschiedener para-substituierter Benzamidoxime durch ein

mikrosomales Enzymsystem aus Schweineleber.
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Die Reduktion meta-substituierter Benzamidoxime durch Schweinelebermikrosomen
konnte ebenfalls nachgewiesen werden. Die Umsetzung dieser Verbindungen
erfolgte zwar mit geringeren Aktivitaten als die entsprechende Unsetzung para-
substituierter Benzamidoxime, erwies sich aber dennoch als effizient. Hierdurch laft

sich das prodrug-Prinzip der Amidoxime auf meta-substituierte Derivate erweitern.

Weiterhin konnte die Beteiligung der BenzamidoximReduktase aus Schweineleber
an der 25-Hydroxylierung von Vitamin D; und 1a-Hydroxyvitamin D; gezeigt werden
(Abb. 5-3). Die Oxidation dieses physiologischen Substrates durch das CYP2D
erfolgte dabei mit geringeren Umsetzungsraten als durch eine von Axénet al. [1992]
beschriebene mikrosomale 25-Hydroxylase. Sowohl das CYP2D als auch die 25-
Hydroxylase katalysierten die Reduktion von Benzamidoxim mit gleichen
Umsetzungsraten. Hieraus lalt sich folgern, dall es sich bei beiden Enzymen
wahrscheinlich um ahnliche Varianten handelt.

Die Beteiligung der humanen BenzamidoximReduktase an der 25-Hydroxylierung
von Vitamin Ds; kann ausgeschlossen werden, da gereinigtes rekombinant

exprimiertes CYP2A6 keine Hydroxylierungs-Aktivitat aufzeigte.

CYP2D (Schwein),
P450-Reduktase,

CH, NADPH _
25-Hydroxylierung
HO R HO
R=H, Vitamin D, R=H, 25-Hydroxyvitamin D,
R =0H, 1a-Hydroxyvitamin D, R =0H, 1a,25-Dihydroxyvitamin D,

Abb. 5-3. 25-Hydroxylierung von Vitamin D3 und 1a-Vitamin D; durch CYP2D aus

Schweineleber.
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In der vorliegenden Arbeit wurden weiterhin Studien zur Aufklarung des reduktiven
enzymatischen Mechanismus durchgefihrt. Als Modell diente wiederum das
rekonstituierte Enzymsystem aus Schweineleber.

Erstmals konnte die Reduktion von Benzamidoximen unter anaeroben Bedingungen
gezeigt werden. Die Umsetzung N-hydroxylierter Verbindungen erfolgt somit
vollkommen unabhangig von Sauerstoff.

Ebenso konnte die Beteiligung der NADHCytochrom bs Reduktase an der Reduktion
durch den spezifischen Inhibitor 5-Propyl-2-thiouracil untermauert werden.

Die Aufnahme von Substratbindungsspektren mit pMethylbenzamidoxim ergab
Mischbindungsspektren fir das CYP2D aus Schweineleber. Daraus liel3 sich folgern,
dal® N-hydroxylierte Verbindungen zum einen Uber den Sauerstoffs der Amidoxim-
Funktion an das Hameisen des CYP2D binden, zum anderen aber auch eine
Wechselwirkung mit dem Apoprotein eingehen konnen. Der derzeitig postulierte
Mechanismus der Benzamidoxim-Reduktase geht von einer solchen Bindung Uber
den Sauerstoff der Amidoxim-Funktion an das Ham des CYP2D aus. Da
N-hydroxylierte Verbindungen an humanem CYP2AG6 eine andere Bindungsstelle als
die fur Cumarin Ubliche hydrophobe Bindungstasche zu besitzen scheinen, wird
dieser postulierte Mechanismus weiterhin bestatigt.

Die mit Schweinelebermikrosomen erhaltenen Substratbindungsspektren zeigten
starke Abweichungen von denen mit gereinigtem Enzym, wodurch die Anwesenheit

mehrerer N-reduktiver mikrosomaler Enzymsysteme vermutet werden kann.
Zahlreiche Fragen zum Mechanismus der Reduktion von N-hydroxylierten

Verbindungen bleiben jedoch noch ungeklart. Diese sollen in nachfolgenden Arbeiten

weiter untersucht werden.
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6. ANHANG UBER VERWENDETE MATERIALIEN UND GERATE

6.1. Materialien

Alle verwendeten Materialien wurdenin hochster verfiigbarer Reinheit von folgenden

Firmen bezogen:

Substanz

Firma

10,25-Dihydroxyvitamin D;

Leo Pharma, Dk

1a-Hydroxyvitamin D3

Leo Pharma, Dk

5’-AMP-Sepharose

Pharmacia Biotech

5-Propyl-2-Thiouracil Sigma
7-Hydroxycumarin Sigma
Acetonitril Baker
Amberlite Supelco, USA
Ammoniumacetat Merck

Antikdrper gegen CYP2A6, monklonal
reaktionsspezifisch A306

Gentest Corporation

Antikoérper gegen CYP2A6, monoklonal

Immunoblot-spezifisch A106

Gentest Corporation

BCA-Reagenz

Pierce, UK

Benzamidin

Sigma

Benzamidoxim

Herstellung im Arbeitskreis

BM Chromogenic Western Blotting Kit
(AP, mouse/rabbit)

Boehringer Mannheim

Calbiosorb Calbiochem
CM-Sepharose Sigma
Cumarin Sigma

CYP2AG6, rekombinant in E. coli

Gentest Corporation

CYP2A6, rekombinant in Hefe

Astra Zeneca, Schweden

CYP2C19

Gentest Corporation

CYP3A4, rekombinant, gereinigt

Gentest Corporation, USA

Cytochrom bs, human

PanVera, USA

DE-52 DEAE-Cellulose

Serva

Dikaliumhydrogenphosphat

Merck
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Substanz Firma

Dimethylsulfoxid Merck

Dithiothreitol Biomol

Ethanol Merck

Glycerol Riedel-de Haen
Guanabenz Herstellung im Arbeitskreis
Guanoxabenztosylat Herstellung im Arbeitskreis
Heptylsulfonat ICN Biochemicals, USA
Hydroxylapatit, high resolution grade Calbiochem

Isopropanol Merck
Kaliumdihydrogenphosphat Merck
L-a-Dilaurylphosphatidylcholin Sigma

Methanol Merck

Na,EDTA Fluka

NADH Fluka

NADPH Fluka

NADPH-Cytochrom P450 Reduktase

Gentest Corporation

NAP25-Saulen

Pharmacia Biotech

Natriumchlorid Merck
Natriumcholat Sigma
n-Hexan Merck

Octyl-Sepharose CL 4B

Pharmacia Biotech

Octylsulfonat Sigma
Polyvinylalkohol Sigma

RO 44-3888 Hoffmann La Roche
RO 48-3656 Hoffmann La Roche
Saccharose Merck

Tergitol NPX Fluka

Thesit Merck
Trichlorethan Sigma

Tris-Base Sigma

Triton-X100 Serva

Tween 20 Sigma

UDP-Glucuronyltransferase

Gentest Corporation

210




ANHANG UBER VERWENDETE MATERIALIEN UND GERATE

6.2. Gerate

Ultrazentrifuge L7-65, Rotor 45 Ti, Fa. Beckmann, Minchen
Hochleistungszentrifuge J2-21 M/E, Rotor JA 10 und JA14, Fa. Beckmann, Miinchen
Mikroliterzentrifuge, Fa. Hetterich, Tuttlingen

Gewebehomogenisator, Fa. Braun, Melsungen

Zweistrahlphotometer Uvicon 930, fa. Kontron, Neufahrn
Photodiodenarray-Spektralphotometer DU 7500, Fa. Beckmann, Miinchen
Perkin Elmer Luminescence Spektrometer (Fluorimeter)

KPG-RUuhrer, Fa. Jahnke & Kunkel, Staufen

Uberkopfsch[]ttler, Fa. Heidolph, Kehlheim

Vortexer VF2, Fa. Janke & Kunkel

Schiittelwasserbad GFL 1087, Gesellschaft Labortechnik, Burgwedel
Ultrafiltrationszellen und —membranen YM, Fa. Amicon, Witten

Centricon Zentrifugenréhrchen mit Membran YM, Fa. Millipore, Eschborn
Halbmikrokivetten (Polystyrol), Fa. Sarstedt, Nimbrecht

Quarzklvetten, Fa. Beckmann, Minchen

Vertikale Gelelektrophoresekammer Modell 2001, Fa. Pharmacia, Freiburg
Stromversorger Macrodrive Modell 2301, Fa. Pharmacia, Freiburg
Geltrockner Modell 2003, Fa. LKB, Bromma, Schweden
Kalteumwalzthermostat Modell F20, Fa. Julabo, Seelbach

100 I Spritze, Fa. Hamilton, Schweiz

Traumelschttler Modell BEAX, Fa. Heidolph

Electrophoretic Transfer Kit, 2117-250 Nova-Blot, Fa. LKB, Bromma, Schweden
Peristaltische Schlauchpumpe Econo pump, Fa. Bio-Rad, Minchen
Standard-Glaschromatographiesaulen, Fa. Bio-Rad, Minchen
Fraktionssammler Redi frac, Fa. Pharmacia, Freiburg
Durchflulphotometer Uvicord S Il, Fa. Pharmacia, Freiburg
Flachbettschreiber REC 2, Fa. Pharmacia, Freiburg

Biokompatible HPLC-Pumpe L-6210, Fa. Merck-Hitachi, Darmstadt
UV/VIS-Detektor L-4200, Fa. Merck-Hitachi, Darmstadt

Integrator D-2500, Fa. Merck-Hitachi, Darmstadt

HPLC-Anlagen, Saulenmaterial: genaue Beschreibung im jeweiligen Kapitel Methoden.
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