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EPR electron paramagnetic resonance
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HPLC high performance liquid chromatography
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1 Einleitung

1.1 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen

1.1.1 Einführung

Bereits 1868 wurde die Hypothese in Form einer mathematischen Gleichung for-
muliert, dass die biologische Aktivität ϕ eine Funktion der chemischen Struktur C
sei (Brown und Fraser, 1868):

ϕ = f(C) (1.1)

Charles Richet, der 1913 den Nobelpreis für Medizin erhielt, verglich die Wasserlös-
lichkeiten einiger Verbindungen mit ihren toxischen Dosen am Hund und postulierte
1893 eine inverse Beziehung zwischen Wasserlöslichkeit und biologischer Aktivität (Ri-
chet, 1893). Um 1901 entdeckten Hans Horst Meyer und Charles Ernest Overton
unabhängig voneinander, dass ein Zusammenhang zwischen der Fettlöslichkeit und
Wirksamkeit von Anästhetika besteht und begründeten die Lipidtheorie der Narko-
se (Meyer, 1901; Overton, 1901). 1937 untersuchte Louis Hammett den Einfluss eines
Substituenten in meta- oder para-Position am Benzolring auf die Geschwindigkeits-
bzw. Gleichgewichtskonstante verschiedener Reaktionen, wie etwa der Ionisation sub-
stituierter Benzoesäure-Derivate in Wasser bei 25 ◦C (Hammett, 1937). Er formulierte
folgende Beziehung:

logK = logK0 + σρ (1.2)

K ist hierbei die Geschwindigkeits- oder Gleichgewichtskonstante eines substituier-
ten Reaktanden und K0 die entsprechende Größe des unsubstituierten Reaktanden.
σ definierte er als eine Konstante, die vom Substituenten abhängig ist, und ρ als
Reaktionskonstante, auf welche sowohl die Reaktionsart als auch das Medium und
die Temperatur einen Einfluss haben. Für alle untersuchten Reaktionen bestimmte
er die Reaktionskonstante ρ. Außerdem ermittelte er für eine Vielzahl an Substitu-
enten in meta- und para-Position die Substituenten-Konstante σ, welche später als
Hammett-Konstante bezeichnet wurde.
1962 untersuchte Corwin Hansch Zusammenhänge zwischen der biologischen Wir-

kung unterschiedlich substituierter Phenoxyessigsäuren in Pflanzen und ihrer chemi-
schen Struktur (Hansch et al., 1962). Er erkannte, dass die elektronischen Eigenschaf-
ten, charakterisiert durch die Hammett-Konstante σ, einen Einfluss auf die wachs-
tumsfördernde Wirkung dieser Substanzen haben, konnte jedoch keinen eindeutigen
Zusammenhang formulieren. Er postulierte, dass zusätzlich die Konzentrationen der
Verbindungen am Wirkort eine Rolle spielen. Diese seien wiederum von der Geschwin-
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1 Einleitung

digkeit, mit der die Substanzen die wässrigen und organischen Kompartimente der
Pflanzenzelle durchdringen, abhängig. Um die Fähigkeit der Phenoxyessigsäuren zur
Durchquerung der verschiedenen Kompartimente zu quantifizieren, bestimmte er ihre
Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten P , wobei C die Konzentration im jeweiligen
Kompartiment und α das Ausmaß der Dissoziation in Wasser beschreibt:

P =
COktanol

CWasser(1 − α)
(1.3)

Er erkannte, dass die Lipophilie einen additiven Molekülparameter darstellt und es
sich beim Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten P um die Summe
der Beiträge einzelner Gruppen des Moleküls handelt. Zur Vereinfachung definierte
er daher den Lipophilieparameter π, wobei X für eine substituierte und H für die
unsubstituierte Verbindung steht:

π = logPX − logPH (1.4)

Ferner vermutete er, dass die Geschwindigkeiten, mit welchen die Phenoxyessigsäuren
die Kompartimente durchqueren und den Wirkort erreichen, nicht linear, sondern pa-
rabolisch vom Verteilungskoeffizienten abhängen. Basierend auf seinen Erkenntnissen
erweiterte er die 1937 von Hammett erstellte Gleichung zu folgendem Term:

log
1

C
= kπ + k′π2 + σρ+ k′′ (1.5)

C ist hierbei diejenige Konzentration der Phenoxyessigsäure, welche ein zuvor genau
definiertes Pflanzenwachstum bewirkt. Die Konstante k, k′, k′′ und ρ wurden mit einem
Clary DE-60 Computer bestimmt.

In diesen Arbeiten wird das Fundament quantitativer Struktur-Aktivitäts-Beziehun-
gen (QSAR) gesehen, welche ganz allgemein versuchen, Zusammenhänge zwischen
chemischer Struktur und biologischer Wirkung zu erfassen und quantitativ zu be-
schreiben (Böhm et al., 2002). Zu den klassischen QSAR-Methoden zählt man heute
die Hansch-Analyse und das Free-Wilson-Modell, welche beide im Jahr 1964 begrün-
det wurden.

Ähnlich wie bereits 1962 für Phenoxyessigsäuren beschrieben, führten Hansch und
Fujita (1964) Regressionsanalysen durch, welche sie ρ-σ-π-Analysen nannten, um
den Einfluss von Substituenten auf die biologische Wirkung zu untersuchen. Hier-
bei testeten sie die Wirkung verschiedener Benzoesäure-Derivate auf Mückenlarven,
von Phenolen auf gram-positive und -negative Bakterien, von Phenylethylphosphat-
Insektiziden auf Stubenfliegen, von Thyroxin-Derivaten auf Nager, Diethylaminoethyl-
benzoaten auf Meerschweinchen und kanzerogenen Verbindungen auf Mäuse. Das von
ihnen entwickelte mathemathische Modell zur Beschreibung der Zusammenhänge zwi-
schen biologischer Aktivität und chemischer Struktur ließ sich auf die untersuchten
Substanzklassen und Wirkweisen anwenden und wird seitdem als Hansch-Analyse be-
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1.1 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen

zeichnet:
log

1

C
= −k1(logP )2 + k2 logP + k3σ + . . . k (1.6)

C ist hierbei diejenige Konzentration, die einen bestimmten biologischen Effekt her-
vorruft. Die Punkte . . . deuten an, dass neben der Lipophilie oder den elektronischen
Eigenschaften, welche durch P bzw. σ berücksichtigt werden, auch weitere Parameter
wie die Polarisierbarkeit, sterische Effekte etc. verwendet werden können. Die Ko-
effizienten k1, k2, k3, . . . k werden mittels Regressionsanalyse bestimmt (Böhm et al.,
2002).

Free und Wilson (1964) postulierten, dass Struktur-Aktivitäts-Beziehungen einer
Serie chemisch analoger Verbindungen durch folgendes Modell beschrieben werden
können:

log
1

C
=

∑
i

ai + µ (1.7)

Ihr Modell beruht auf der Annahme, dass die unsubstituierte Ausgangsverbindung
einen bestimmten Beitrag, µ, zur biologischen Wirkung liefert, welcher durch additive
Beiträge verschiedener Substituenten, ai, ergänzt wird (Böhm et al., 2002).
Im Rahmen der klassischen QSAR-Methoden wird zwar beispielsweise die unter-

schiedliche Position der Substituenten berücksichtigt, jedoch spielt die Raumstruk-
tur der Moleküle insgesamt eine untergeordnete Rolle. Im Unterschied dazu beruhen
3D-QSAR-Methoden auf Kenngrößen, die aus der Raumstruktur abgeleitet werden
können, und haben zumeist das Ziel, Bindungsaffinitäten zu bestimmen.
Von Cramer et al. (1988) wurde mit der CoMFA-Methode (comparative molecular

field analysis, vergleichende molekulare Feld-Analyse) das erste 3D-QSAR-Verfahren
etabliert. Das Grundprinzip dieser Methode beruht darauf, dass die biologischen Ei-
genschaften mit Feld-Eigenschaften der Moleküle im Raum korreliert werden (Kubi-
nyi, 1994).
Im Bereich der Arzneimittelforschung spielen QSAR-Studien heutzutage vor allem

beim Prozess der Leitstrukturoptimierung eine wichtige Rolle (Böhm et al., 2002).
Darüber hinaus können diese Methoden im Rahmen der Zulassung von Chemikalien
zum Einsatz kommen, um toxische Wirkeigenschaften vorherzusagen bzw. abzuschät-
zen und letztlich die Zahl erforderlicher Tierversuche zu minimieren (Fent, 2003).

1.1.2 Parameter zur Beschreibung von biologischer Wirkung und
physikochemischen Eigenschaften

QSAR-Studien haben das Ziel, Zusammenhänge zwischen chemischer Struktur und
biologischer Wirkung quantitativ zu beschreiben. Um dies zu ermöglichen, sind Pa-
rameter notwendig, welche die Struktur einer Verbindung und ihre Wirkung im bio-
logischen System in Form reiner Zahlenwerte beschreiben. QSAR-Studien werden in
der Regel mit Verbindungen einer chemisch einheitlichen Serie durchgeführt, welche
sich strukturell nur in den Substituenten unterscheiden, und alle am gleichen Target
angreifen. Zur Beschreibung der chemischen Struktur können daher stellvertretend
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1 Einleitung

die physikochemischen Eigenschaften der Substituenten genutzt werden. Verschiede-
ne Substituenten-Konstanten wurden definiert, tabellarisch zusammengefasst und so-
mit für Studien zu Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zugänglich gemacht (Hansch und
Leo, 1979). Die biologische Wirkung einer chemischen Substanz wird durch eine Kon-
zentration charakterisiert, welche einen definierten biologischen Effekt hervorruft und
experimentell bestimmt wird. Tabelle 1.1 liefert eine Übersicht möglicher Parame-
ter zur Beschreibung der biologischen Wirkung und chemischen Struktur, welche im
Rahmen von QSAR-Studien genutzt werden.
In der vorliegenden Arbeit sollten zur Charakterisierung der chemischen Struktur

die elektronischen Eigenschaften sowie die Lipophilie der Substituenten und zur Be-
schreibung der biologischen Wirkung die kinetischen Parameter einer enzymatischen
Reaktion verwendet werden. Nachfolgend sollen diese Größen daher genauer vorge-
stellt werden.
Die elektronischen Eigenschaften eines Substituenten in meta- oder para-Position

einer aromatischen Verbindung werden durch die Hammett-Konstante σ charakteri-
siert, welche folgendermaßen definiert ist (Hansch und Leo, 1979):

σ = logKX − logKH (1.8)

KH ist hierbei die Ionisationskonstante von Benzoesäure bei 25 ◦C in Wasser und KX
die Ionisationskonstante eines inmeta- oder para-Position substituierten Benzoesäure-
Derivats unter identischen experimentellen Bedingungen. Elektronenziehende Substi-
tuenten stabilisieren das Carboxylat-Anion, welches entsteht, wenn Benzoesäure ein
Proton abgibt und begünstigen somit die Ionisation. In diesem Falle ist KX größer als
KH und es resultiert eine positive Hammett-Konstante. Umgekehrt erschweren elektro-
nenschiebende Substituenten die Abgabe eines Protons und Bildung des Carboxylat-
Anions. KX ist dann kleiner als KH und σ nimmt einen negativen Wert an. Somit
haben Substituenten, die stärker elektronenziehend sind als ein Wasserstoff, positi-
ve σ-Werte und Substituenten, die stärker elektronenschiebend sind als Wasserstoff,
negative Hammett-Konstanten.
Die Hansch´sche Hydrophobiekonstante π, deren Definition bereits in Formel (1.4)

angegeben wurde, beschreibt, ob ein beliebiger Substituent im Vergleich zu einem
Wasserstoff die Lipophilie eines Moleküls erhöht oder erniedrigt (Hansch und Leo,
1979). Erhöht der Substituent die Lipophilie einer Verbindung, so bevorzugt diese
das organische Kompartiment, der Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizient der substi-
tuierten Verbindung ist größer als der der unsubstituierten Verbindung und π nimmt
einen positiven Wert an. Die Hansch´sche Hydrophobiekonstante kann ferner genutzt
werden, um die Oktanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten neuer Verbindungen zu be-
rechnen, sofern die Lipophilie des Grundgerüsts sowie aller Substituenten bekannt
ist (Böhm et al., 2002).
Die Reaktionsgeschwindigkeit einer enzymatischen Reaktion ist definiert als Verän-

derung der Substrat- bzw. Produktkonzentration je Zeiteinheit. Besteht ein hyperboler
Zusammenhang zwischen der Reaktionsgeschwindigkeit V und Substratkonzentrati-
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1.1 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen
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1 Einleitung

on S, kann die Kinetik der enzymatischen Reaktion mithilfe des Michaelis-Menten-
Modells beschrieben werden:

V =
Vmax × S

S +KM
(1.9)

Charakteristische Größen dieses Modells sind die Maximalgeschwindigkeit Vmax sowie
die Michaelis-Menten-Konstante KM. KM gibt die Substratkonzentration an, bei der
die halbmaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird, und ist ein Maß für die Af-
finität zwischen Enzym und Substrat, wobei ein geringer KM-Wert eine hohe Affinität
anzeigt und umgekehrt (Löffler, 2007).

1.2 Molybdoenzyme

1.2.1 Einführung

Das Element Molybdän (Mo) mit der Ordnungszahl 42 zählt zu den d-Block-Metallen.
Hier stellt es das einzige essentielle 4d-Metall dar, wobei es in Form von Molybdat
vom Organismus aufgenommen wird. Molybdän selbst ist biologisch inaktiv, jedoch
wesentlicher Bestandteil der Cofaktoren von Molybdoenzymen, welche von essentiel-
ler Bedeutung im Kohlenstoff-, Schwefel- und Stickstoff-Stoffwechsel von Lebewesen
sind (Mendel und Bittner, 2006).
Mehr als 50 Molybdoenzyme, zumeist bakteriellen Ursprungs, wurden bisher iden-

tifiziert. Im aktiven Zentrum ist Molybdän an ein Pterin-Gerüst gebunden, wobei die
Kombination beider Bestandteile den Molybdäncofaktor (Moco) ergibt. Eine Ausnah-
me bildet lediglich die bakterielle Nitrogenase. Diese enthält einen FeMo-Cofaktor, der
aus MoFe3S3 und Fe4S3 verbunden über drei Sulfidbrücken besteht, und katalysiert
die Umwandlung von molekularem Stickstoff zu Ammoniak.
Eukaryotische Molybdoenzyme werden anhand der Struktur des Moco in zwei Klas-

sen eingeteilt (s. Abbildung 1.1):

Xanthinoxidase-Familie Sulfitoxidase-Familie

Xanthinoxidoreduktase Sulfitoxidase
Aldehydoxidase Nitratreduktase
Pyridoxaloxidase mARC
Nicotinathydroxylase

Allgemein katalysieren Molybdoenzyme die Übertragung eines Sauerstoffatoms zwi-
schen Molybdän und Substrat, gekoppelt mit einer zwei-Elektronen-Oxidation bzw.
Reduktion des Molybdäns, wobei die Oxidationsstufe des Molybdäns zwischen +IV
und +VI variiert. Je nach Enzym kann das Substrat hierbei sowohl organischer als
auch anorganischer Natur sein (Bernhardt, 2011). Mit Ausnahme von mARC und
der pflanzlichen Sulfitoxidase weisen alle eukaryotischen Molybdoenzyme neben dem
Molybdäncofaktor weitere Redoxzentren wie etwa Häm-, FAD- oder Fe-S-Domänen
auf (s. Abbildung 1.2).
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1.2 Molybdoenzyme

Abbildung 1.1: Strukturelle Unterschiede zwischen dem Molybdäncofaktor (C)
der Sulfitoxidase-Familie (A) und Xanthinoxidase-Familie (B)

Nach Havemeyer et al. (2011)

Abbildung 1.2: Domänenstruktur eukaryotischer Molybdoenzyme

Nach Mendel und Kruse (2012), Dim. = Dimerisierungsdomäne
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1 Einleitung

Pyridoxaloxidase und Nicotinathydroxylase wurden bisher nur in Drosophila mela-
nogaster (Warner und Finnerty, 1981) bzw. Aspergillus nidulans (Lewis et al., 1978)
beschrieben. Die Nitratreduktase spielt eine wichtige Rolle im Rahmen der Stickstoff-
Assimilation und kommt daher nur in autotrophen Organismen wie Pflanzen, Algen
und Pilzen vor. Die übrigen Vertreter wurden in allen bisher analysierten Eukaryoten
detektiert.
Die Xanthinoxidoreduktase katalysiert die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin

und von Xanthin zu Harnsäure und ist somit am Purin-Metabolismus beteiligt (Hil-
le und Nishino, 1995). Die Aldehydoxidase katalysiert die Oxidation einer Vielzahl
aromatischer und nichtaromatischer Heterocyclen und Aldehyde, wobei diese in die
korrespondierenden Carbonsäuren überführt werden. Die Sulfitoxidase ist am Ab-
bau schwefelhaltiger Aminosäuren beteiligt und katalysiert hier die Oxidation von
Sulfit zu Sulfat (Mendel und Bittner, 2006). Die mitochondriale Amidoxim reduzie-
rende Komponente (mARC) wurde kürzlich von Havemeyer et al. (2006) identifiziert
und bildet gemeinsam mit Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase ein Enzym-
system, welches die Reduktion einer Vielzahl N -hydroxylierter bzw. N -oxygenierter
Verbindungen wie etwa Amidoximen, N -Hydroxyguanidinen, Oximen oder N -Oxiden
katalysiert (Gruenewald et al., 2008; Jakobs et al., 2014a).

1.2.2 Molybdäncofaktor

Johnson et al. (1980) charakterisierten den Molybdäncofaktor der Sulfitoxidase, Xan-
thinoxidoreduktase und Nitratreduktase und konnten zeigen, dass dieser in seiner
aktiven Form aus der reduzierten Form eines Pterin-Gerüsts und Molybdän zusam-
mengesetzt ist, was später mittels Kristrallstrukturanalysen an Molybdoenzymen be-
stätigt wurde (Kisker et al., 1997). Der Molybdäncofaktor ist oxidationsempfindlich
und somit instabil (Stallmeyer et al., 1999). Viele Arbeiten zur Aufklärung der Struk-
tur wurden daher an Abbau- bzw. Oxidationsprodukten durchgeführt. Wird Moco aus
einem Molybdoenzym freigesetzt, löst sich das Molybdän vom Pterin-Gerüst, welches
oxidiert wird. Ohne ihren Molybdäncofaktor weisen Molybdoenzyme keine katalyti-
sche Aktivität auf (Mendel und Bittner, 2006).
Kristallstrukturanalysen zeigten, dass der Moco im Falle der Sulfitoxidase und Ni-

tratreduktase nicht an der Oberfläche des Proteins, sondern im Inneren lokalisiert und
für das Substrat durch eine Art Tunnel-Struktur zugänglich ist (Kisker et al., 1997;
Fischer et al., 2005). Im Falle von mARC wird dahingegen aufgrund erster Experi-
mente von einer Lokalisation des Molybdäncofaktors an der Oberfläche des Proteins
ausgegangen.
In allen bisher untersuchten Organismen erfolgt die Biosynthese des Molybdänco-

faktors über einen konservierten Stoffwechselweg, der entsprechend der Bildung von
PrecursorZ, MPT, MPT-AMP und Moco in vier Abschnitte untergliedert werden
kann (s. Abbildung 1.3). Im Menschen sind sechs Genprodukte an der Katalyse bete-
tiligt, welche entsprechend der MOCS-Nomenklatur (molybdenum cofactor synthesis)
benannt sind (Stallmeyer et al., 1999).
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1.2 Molybdoenzyme

Abbildung 1.3: Biosynthese des eukaryotischen Molybdäncofaktors

Nach Mendel und Bittner (2006)
Die Liganden des Schwefels sind mit R gekennzeichnet, da bisher ungeklärt ist, in welchem Schritt
Kupfer an das Dithiolat gebunden wird. GTP = Guanosintriphosphat, MPT = Molybdopterin,
MPT-AMP = adenyliertes MPT, Moco = Molybdäncofaktor
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1 Einleitung

Da der Molybdäncofaktor in ungebundener Form in wässriger Lösung extrem insta-
bil ist, wird vermutet, dass innerhalb der Zelle kein freier Moco vorliegt, sondern dieser
sofort nach seiner Biosynthese in das entsprechende Apoprotein eingebaut oder an ein
Moco Carrierprotein (MCP) gebunden wird (Rajagopalan und Johnson, 1992; Mendel
und Bittner, 2006). Ein solches MCP wurde im Bereich der Eukaryoten von Aguilar
et al. (1992) für die Grünalge Chlamydomonas reinhardtii beschrieben.

Unklar ist bisher, auf welche Weise der Einbau des Molybdäncofaktors ins Apo-
protein erfolgt. Diskutiert wird, dass hierfür Chaperone oder Moco Carrierproteine
verantwortlich sind (Mendel und Bittner, 2006). Entsprechende Chaperone wurden
für einige bakterielle Molybdoenzyme beschrieben, etwa NarJ im Falle der Nitratre-
duktase aus E. coli (Blasco et al., 1998) oder XDHC für die Xanthinoxidoreduktase
aus Rhodobacter capsulatus (Ivanov et al., 2003).

Während Molybdoenzyme aus der Familie der Sulfitoxidase direkt durch Einbau des
Molybdäncofaktors ins Apoprotein aktiviert werden, ist bei Mitgliedern der Xanthin-
oxidase-Familie ein weiterer Schritt erforderlich. Während oder nach Einbau des Mo-
lybdäncofaktors erfolgt im Rahmen einer posttranslationalen Modifikation die Koor-
dination eines Sulfido-Liganden, dessen Anwesenheit essentiell ist für die Aktivität
des Enzyms (Mendel und Bittner, 2006). Eine in vitro Behandlung des Enzyms mit
Cyanid führt zum Verlust des Schwefels und folglich zur Inaktivierung. Durch Zu-
gabe von Sulfid unter reduzierenden Bedingungen kann die Enzymaktivität wieder
hergestellt werden (Massey und Edmondson, 1970). In vivo erfolgt der Einbau des für
die Aktivität essentiellen Schwefels im Rahmen einer enzymatischen Reaktion, welche
durch die Moco Sulfurase (ABA3 in Pflanzen bzw. HMCS im Menschen) katalysiert
wird (Mendel und Kruse, 2012).

Die außerordentliche Bedeutung von Molybdoenzymen für den Menschen ist daran
zu erkennen, dass eine Molybdäncofaktor-Defizienz, bedingt durch eine erbliche Stö-
rung mit einer Inzidenz unter 1:100.000, in der Regel bereits im frühen Kindesalter
zum Tod führt (Mendel und Kruse, 2012). Ursachen einer solchen Defizienz sind Mu-
tationen in den Genen MOCS1, MOCS2 und Gephyrin, deren Genprodukte essentielle
Bedeutung für die Moco-Biosynthese haben (Reiss und Johnson, 2003).

Bei der Mehrzahl der Patienten besteht bereits im ersten Schritt der Moco-Bio-
synthese, der Bildung des PrecursorZ aus GTP, ein Defekt. Da PrecursorZ stabiler
ist als der Molybdäncofaktor selbst und die nachfolgenden Schritte der Biosynthese
nicht betroffen sind, konnte zunächst an einer Moco-defizienten Maus gezeigt werden,
dass die regelmäßige Injektion von PrecursorZ zu einer deutlichen Verlängerung der
Lebenszeit führt (Schwarz et al., 2004). Von Veldman et al. (2010) wurde erstmals
die erfolgreiche Behandlung eines betroffenen Patienten beschrieben, bei dem die Er-
krankung im Alter von 6 Tagen diagnostiziert und eine Therapie mit PrecursorZ im
Alter von 36 Tagen begonnen wurde.
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1.3 mARC-Enzymsystem

Abbildung 1.4: Das mARC-haltige, N -reduktive Enzymsystem

mARC: mitochondriale Amidoxim reduzierende Komponente, Cyt b5: Cytochrom b5, Cyt b5R: Cy-
tochrom b5 Reduktase

1.3 mARC-Enzymsystem

1.3.1 Einführung

Das Molybdoenzym mARC bildet gemeinsam mit Cytochrom b5 B und der NADH-
Cytochrom b5 Reduktase 3 ein Enzymsystem, welches die Reduktion N -hydroxylierter
Verbindungen unterschiedlicher Struktur katalysiert (s. Abbildung 1.4).
Die physiologische Bedeutung des Enzymsystems ist noch nicht vollständig aufge-

klärt. Bisher beschrieben ist, dass das Enzymsystem an der Detoxifizierung N -hydro-
xylierter DNA-Basenanaloga beteiligt ist (Krompholz et al., 2012). Kotthaus et al.
(2011) konnten zeigen, dass die Reduktion von Nω-Hydroxy-L-Arginin zu Arginin
durch das mARC-Enzymsystem katalysiert wird, was auf regulatorische Funktionen
im Rahmen der NO-Biosynthese hindeuten könnte. Ferner spielt das Enzymsystem
eine wichtige Rolle bei der Aktivierung von Amidoxim- oder N -Hydroxyguanidin-
Prodrugs (Gruenewald et al., 2008). Die rekombinante Herstellung aller drei Kom-
ponenten wurde etabliert und optimiert und ermöglicht heute die Durchführung von
in vitro Biotransformationsstudien am humanen rekonstituierten Enzymsystem (Wahl
et al., 2010; Plitzko, 2010). Anhand von Knockdown-Studien konnte bestätigt werden,
dass mARC, mitochondriales Cytochrom b5 und NADH-Cytochrom b5 Reduktase 3
zur Katalyse der Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen in humanen Zellen erfor-
derlich sind (Neve et al., 2012; Plitzko et al., 2013; Plitzko, 2014).

1.3.2 mARC

Von Havemeyer et al. (2006) wurde ein molybdänhaltiges Protein aus der äußeren
mitochondrialen Membran der Schweineleber gereinigt und als bis dahin unbekann-
te dritte Komponente eines N -reduktiven Enzymsystems identifiziert. Durch trypti-
schen Verdau und ESI-MS/MS wurde die Sequenz des Proteins analysiert und eine
Übereinstimmung mit der Sequenz des putativen humanen Proteins Moco Sulfurase
C-terminale Domäne 2 (NP_060368) detektiert. Aufgrund seiner Lokalisation und
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1 Einleitung

katalytischen Fähigkeit wurde dieses Protein fortan als mitochondriale Amidoxim re-
duzierende Komponente (mARC) bezeichnet.
Das humane Genom enthält zwei mARC-Gene, MOSC1 und MOSC2, welche auf

Chromosom 1 (1q41) lokalisiert sind und eine hohe Sequenzidentität von 66 % bzw.
Sequenzähnlichkeit von 80 % aufweisen (Wahl et al., 2010). Diese codieren für mARC1,
bestehend aus 337 Aminosäuren, bzw. mARC2, bestehend aus 335 Aminosäuren. Ne-
ben einer N -terminalen mitochondrialen Targeting-Sequenz wurden für beide Isofor-
men eine β-barrel -Domäne sowie eine MOSC-Domäne in der Nähe des C-Terminus
vorhergesagt. Die MOSC-Domäne wurde in silico von Anantharaman und Aravind
(2002) beschrieben und ist u.a. durch ein konserviertes Cystein charakterisiert, wel-
ches für die Koordination des Molybdäncofaktors an das Apoprotein essentiell ist (Ott
et al., 2014a; Giles et al., 2014).
Wie der Name mitochondriale Amidoxim reduzierende Komponente bereits andeu-

tet, wird von einer Lokalisation innerhalb der Mitochondrien bzw. assoziiert mit mito-
chondrialen Strukturen ausgegangen. Allerdings ist die subzelluläre Lokalisation noch
nicht abschließend aufgeklärt (Hille et al., 2011). So konnten Havemeyer et al. (2006)
mARC2 aus der äußeren mitochondrialen Membran der Schweineleber isolieren, wäh-
rend Da Cruz et al. (2003) in der Maus die Lokalisation von mARC1 und mARC2
innerhalb der inneren mitochondrialen Membran beschreiben. Neben der mitochon-
drialen Lokalisation konnte mARC2 von Islinger et al. (2007) in Peroxisomen der
Rattenleber und von Wiese et al. (2007) in Peroxisomen der Mäuseniere detektiert
werden. Studien von Klein et al. (2012) an verschiedenen humanen Zelllinien führten
zu dem Ergebnis, dass es sich bei mARC1 um ein Protein der äußeren mitochondrialen
Membran mit N(in)-C(out)-Orientierung handelt.
Die hepatische und extrahepatische Expression von mARC wurde von Krischkow-

ski (2010) anhand verschiedener subzellulärer Fraktionen porcinen Ursprungs mit-
tels Westernblot-Analyse untersucht. Zusätzlich wurden die N -reduktiven Aktivitäten
der Fraktionen durch Inkubation verschiedener mARC-Substrate und nachfolgender
Quantifizierung der Metabolite mittels HPLC-Analytik bestimmt. Insbesondere in
den Fraktionen der Leber, Niere und Schilddrüse wurden hierbei hohe N -reduktive
Aktivitäten ermittelt (Krompholz et al., 2012).
Während die Beteiligung von mARC an der Reduktion N -hydroxylierter Verbindun-

gen durch das mARC-Enzymsystem, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und Cyto-
chrom b5 Reduktase, bereits allgemein akzeptiert ist und anhand zahlreicher Studien
beschrieben wurde, ist die physiologische Funktion von mARC noch weitestgehend un-
klar. Eine verminderte Expression von mARC2 in Gewebeproben von Patienten mit
Kolonkarzinom konnte von Mikula et al. (2010) gezeigt werden, während von Malik
et al. (2007) eine erhöhte Expression von mARC2 in der Niere diabetischer Ratten so-
wie in humanen mesangialen Zelllinien, die unter Hochglukose-Bedingungen kultiviert
wurden, beschrieben wurde. Mit Fortschreiten der Differenzierung muriner 3T3-L1
Zellen zu ausgereiften Adipozyten konnten Neve et al. (2012) steigende mARC2-
Spiegel detektieren. Diskutiert wird daher neben der Beteiligung von mARC an der
Detoxifizierung mutagener Verbindungen wie N -hydroxylierten DNA-Basenanaloga,
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1.3 mARC-Enzymsystem

ein Zusammenhang zwischen mARC und Diabetes sowie der Lipogenese.
Eine Verknüpfung von mARC mit dem Fett- und Energiestoffwechsel konnte an-

hand verschiedener Zellkulturstudien sowie Mausmodellen gezeigt werden (Jakobs,
2014; Jakobs et al., 2014b) und steht in Einklang mit dem Phänotyp der kürzlich
im Rahmen des International Mouse Phenotyping Consortium erstellten mARC2-
Knockout-Maus, welche einen verminderten Körperfettanteil sowie erhöhte fettfreie
Körpermasse aufweist (Brown und Moore, 2012).

1.3.3 Cytochrom b5

Cytochrom b5 ist ein Häm-haltiges Elektronentransferprotein, welches an Prozessen
beteiligt ist, die mit der Aufnahme bzw. Abgabe eines einzelnen Elektrons einher-
gehen. Strukturell gesehen handelt es sich um ein integrales Membranprotein mit
cytosolisch aktiver Domäne und einem kurzen Membrananker, der posttranslational
in die Zielmembranen eingefügt wird (Borgese et al., 1993).
Das humane Genom beinhaltet zwei Gene, die für zwei verschiedene Isoformen

codieren: Mitochondriales Cytochrom b5 (Cytochrom b5 B) liegt gebunden an der
äußeren mitochondrialen Membran vor, während mikrosomales Cytochrom b5 (Cy-
tochrom b5 A) am endoplasmatischen Retikulum gebunden ist. Durch alternatives
Spleißen liefert das Gen, welches für die mikrosomale Isoform codiert, zusätzlich ei-
ne lösliche Form. Diese ist in den Erythrozyten lokalisiert und an der Reduktion
von Methämoglobin beteiligt. Mikrosomales Cytochrom b5 kann ein Elektron von der
NADH-Cytochrom b5 Reduktase oder NADPH-Cytochrom P450 Reduktase aufneh-
men und im Rahmen der Biosynthese verschiedener Lipide sowie im Reaktionscyclus
von P450 Enzymen zur Verfügung stellen (Vergéres und Waskell, 1995).
Von Neve et al. (2012) und Plitzko et al. (2013) wurde beschrieben, dass neben

mARC und der Cytochrom b5 Reduktase, mitochondriales, nicht aber mikrosomales
Cytochrom b5 von essentieller Bedeutung für die Reduktion N -hydroxylierter Verbin-
dungen ist. Neve et al. (2012) konnten dies mittels siRNA-vermitteltem Knockdown in
differenzierten 3T3-L1 Adipozyten und Plitzko et al. (2013) in HEK-293-Zellen zeigen.
Durch Vergleich der N -reduktiven Aktivitäten im rekonstituierten Dreikomponenten-
system, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 Reduktase und Holocytochrom b5 B
sowie Apocytochrom b5 B, konnte ferner die Beteiligung des Häms am Elektronen-
transport im mARC-Enzymsystem bestätigt werden (Plitzko et al., 2013).

1.3.4 Cytochrom b5 Reduktase

Cytochrom b5 Reduktase ist ein FAD-haltiges Protein, welches Elektronen vom zwei-
Elektronendonor NADH auf den ein-Elektronenakzeptor Cytochrom b5 überträgt (Ki-
mura et al., 2003). Neben einer membrangebundenen Form, welche am endoplasma-
tischen Retikulum und der äußeren mitochondrialen Membran vorliegt, existiert eine
lösliche Form, die in den Erythrozyten lokalisiert ist. Beide Formen stammen von
einem Gen ab (Borgese et al., 1993; Leroux et al., 2001).
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Strukturell unterscheiden sich membrangebundene und lösliche Form nur in einem
Myristyl-Anker am N -Terminus, welcher im Falle der löslichen Form der Cytochrom b5
Reduktase nicht vorhanden ist (Shirabe et al., 1995). Die lösliche Isoform ist in den
Erythrozyten lokalisiert und gemeinsam mit Cytochrom b5 für die Reduktion von
Methämoglobin verantwortlich (Leroux et al., 2001), während die membrangebun-
dene Isoform an der Desaturierung und Elongation von Fettsäuren (Oshino et al.,
1971; Keyes und Cinti, 1980), der Cholesterinbiosynthese (Reddy et al., 1977) und
der Oxidation von Xenobiotika beteiligt ist (Hildebrandt und Estabrook, 1971).
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1.4 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Struktur-Aktivitäts-Beziehungen am
mARC-Enzymsystem untersucht werden. Das mARC-Enzymsystem katalysiert die
Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen und ist essentiell für die Aktivierung von
Amidoxim-Prodrugs in vivo.
Ziel der Arbeit war es, mögliche Zusammenhänge zwischen der chemischen Struktur

der Substrate und dem Ausmaß der N -Reduktion aufzudecken, um so die rationale
Entwicklung neuer Amidoxim-Prodrugs zu optimieren.
Anhand unterschiedlich substituierter Derivate des Modellsubstrates Benzamidoxim

sollte zunächst der Einfluss des Substituenten auf die physikochemischen Eigenschaf-
ten der Amidoximfunktion, stellvertretend dargestellt durch die chemischen Verschie-
bungen im 1H-NMR und die Redoxpotentiale, sowie die kinetischen Parameter KM
und Vmax der enzymkatalysierten Reduktion ermittelt werden. Im nächsten Schritt
sollte die enzymatische und elektrochemische Reduktion dieser Substrate verglichen
werden. Ergänzt durch Studien zur Bestimmung des Redoxpotentials von mARC soll-
ten so neue Erkenntnisse über den bisher hypothetischen Mechanismus der N -Reduk-
tion des mARC-Enzymsystems gewonnen werden.
Die mARC-katalysierte N -Reduktion von zwei N -hydroxylierten Sulfonamiden, bei

denen es sich um Entwicklungsprodukte aus dem Bereich der HNO-Donoren zur The-
rapie kardiovaskulärer Erkrankungen handelt, sollte charakterisiert werden. Hierbei
sollte analysiert werden, ob Ansätze für Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zu erkennen
sind, welche bei der Substanzauswahl für breiter angelegte QSAR-Studien helfen und
somit einen Beitrag bei der Entwicklung und Optimierung neuartiger HNO-Donoren
liefern.
Ferner sollte untersucht werden, ob das mARC-Enzymsystem an der Reduktion

aromatischer Nitro- bzw. Nitrosoverbindungen beteiligt ist.
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2 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der
Reduktion para-substituierter
Benzamidoxime

2.1 Einleitung

2.1.1 Amidoxim-Prodrugprinzip

Zahlreiche Arzneistoffe zur Therapie von Erkrankungen unterschiedlichster Bereiche
wie etwa der afrikanischen Schlafkrankheit, Malaria, aber auch Krebserkrankungen
weisen Amidinfunktionen auf (Soeiro et al., 2013; Froriep et al., 2013). Amidine sind
stark basisch und liegen bei physiologischem pH-Wert protoniert vor (Albert et al.,
1948; Clement und Lopian, 2003). Somit können zwar starke Wechselwirkungen zwi-
schen positiv geladenen, protonierten Amidinfunktionen und beispielsweise negativ
geladenen, deprotonierten Carboxylfunktionen innerhalb der Target-Strukturen er-
zielt werden, andererseits erschwert die positive Ladung der Amidin-Arzneistoffe die
Aufnahme aus dem Gastrointestinaltrakt und führt somit zu einer eingeschränkten
oralen Bioverfügbarkeit.
Zur Förderung der Compliance und Vereinfachung der Pharmakotherapie ist die

orale Gabe von Arzneistoffen häufig erwünscht. Um Arzneistoffe, die aufgrund ih-
rer physikochemischen Eigenschaften nicht ausreichend aus dem Gastrointestinaltrakt
aufgenommen werden, oral bioverfügbar zu machen, können diese in Prodrugs über-
führt werden. Hierunter versteht man inaktive Vorstufen eines Arzneistoffes, die erst
durch Bioaktivierung im Körper in die Wirkform überführt werden.
Amidin-haltige Arzneistoffe können mithilfe der Amidoxim-Prodrug Strategie in

Prodrugs, welche eine orale Pharmakotherapie ermöglichen, überführt werden (Cle-
ment, 2002). Im Unterschied zu Amidinen liegen Amidoxime unter physiologischen
Bedingungen nicht protoniert und somit ungeladen vor, da durch Einführung des
elektronegativen Sauerstoffatoms die Basizität gesenkt wird. Amidoxime können da-
her bei oraler Gabe aus dem Gastrointestinaltrakt resorbiert werden.
Stellt das Amidoxim ein Substrat des mARC-Enzymsystems dar, erfolgt im Körper

die Reduktion zur Amidin-Wirkform (s. Abbildung 2.1). Das Amidoxim-Prodrug-
prinzip wurde von Clement und Raether (1985) an Pentamidin etabliert und seitdem
auf zahlreiche weitere Amidin-Arzneistoffe übertragen.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.1: Amidoxim-Prodrugprinzip nach Havemeyer et al. (2011)

2.1.2 Zielsetzung

Seit der Identifizierung von mARC als dritter Komponente eines N -reduktiven En-
zymsystems, bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase,
durch Havemeyer et al. (2006), wurde die Bioaktivierung zahlreicher, strukturell un-
terschiedlicher Amidoxim-Prodrugs sowohl anhand hepatischer Subfraktionen als auch
am optimierten, rekonstituierten rekombinanten Enzymsystem untersucht (s. Abbil-
dung 2.2) (Havemeyer et al., 2011; Ott et al., 2014a). Alle bisher in unserem Ar-
beitskreis getesteten Amidoxime wurden durch das mARC-Enzymsystem zu den kor-
respondierenden Amidinen reduziert, völlig unabhängig ihrer sonstigen strukturellen
Beschaffenheit, wobei jedoch Unterschiede im Ausmaß der N -reduktiven Aktivität
detektiert wurden (Gruenewald et al., 2008; Froriep et al., 2013).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte daher an Derivaten des Modellsubstrates Benz-

amidoxim untersucht werden, ob für Reduktionen durch das mARC-Enzymsystem
Struktur-Aktivitäts-Beziehungen bestehen, welche für die rationale Entwicklung neu-
er Amidoxim-Prodrugs genutzt werden können (s. Abbildung 2.3).
Exemplarisch sollte der Einfluss der elektronischen Eigenschaften des Substituenten

in para-Position auf die Reduktion getestet werden. Voraussetzung hierfür ist, dass
die elektronischen Eigenheiten der Substituenten tatsächlich eine Auswirkung auf die
Amidoximfunktion bzw. deren physikochemischen Eigenschaften haben. Bereits be-
schrieben wurde eine Korrelation zwischen den Hammett-Konstanten der Substituen-
ten, als Maß für die elektronischen Eigenschaften, und den chemischen Verschiebungen
der Amin- und Oxim-Protonen im 15N-NMR, welche letztlich die physikochemischen
Eigenschaften der Amidoximfunktion repräsentieren (Girreser et al., 2002). Im Rah-
men dieser Arbeit sollte eine entsprechende Korrelationsanalyse mit den chemischen
Verschiebungen im 1H-NMR durchgeführt werden, um die Beziehung zwischen elek-
tronischen Eigenheiten der Substituenten und Physikochemie der Amidoximfunktion
als Voraussetzung für Struktur-Aktivitäts-Beziehungen nochmals zu bestätigen.
Anschließend sollte die enzymatische Reduktion der para-substituierten Benzamid-

oxime unter Verwendung des mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekombinanten Enzym-
systems und der äußeren mitochondrialen Membranfraktion der Schweineleber als
Enzymquelle charakterisiert werden. Bei Vorliegen einer Michaelis-Menten-Kinetik
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2.1 Einleitung

Abbildung 2.2: Beispiele für Amidoxim-Prodrugs

(1) Pentamidin-Diamidoxim, (2) N -Hydroxymelagatran, (3) Upamostat (Mesupron R©)

Abbildung 2.3: N -Reduktion para-substituierter Benzamidoxime

R: H, Br, Cl, CN, NO2, CF3, CH3, OCH3, NH2, OH
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2 para-substituierte Benzamidoxime

sollten die enzymkinetischen Parameter bestimmt werden. Mittels Korrelationsana-
lyse sollte geprüft werden, ob ein Zusammenhang zwischen den physikochemischen
Eigenschaften der Substituenten und den enzymkinetischen Parametern im Sinne von
Struktur-Aktivitäts-Beziehungen besteht.
Neben der enzymatischen Reduktion sollte auch die elektrochemische Reduktion

der Verbindungen untersucht werden, um anschließend beide Reduktionswege mit-
einander zu vergleichen und möglicherweise neue Erkentnisse über den Mechanismus
der N -Reduktion zu erlangen. Hierfür sollten die Redoxpotentiale der Verbindungen
mittels Differentieller Puls-Voltammetrie bestimmt und der Einfluss des Substituenten
auf die elektrochemische Reduktion anhand einer Korrelationsanalyse geprüft werden.

2.2 Methoden

2.2.1 Materialien und Geräte

4-Trifluormethylbenzamidoxim und -amidin, 4-Methylbenzamidoxim und -amidin,
4-Aminobenzamidoxim und 4-Methoxybenzamidoxim wurden mir freundlicherwei-
se von Dr. Lehmann (Bayer HealthCare Pharmaceuticals, Berlin) zur Verfügung
gestellt. 4-Brombenzamidoxim, 4-Chlorbenzamidoxim, 4-Cyanobenzamidoxim und
4-Nitrobenzamidoxim wurden im Arbeitskreis bereits für frühere Studien durch Um-
setzung des jeweiligen Benzonitrils mit Hydroxylamin synthetisiert (Girreser et al.,
2002). Die zugehörigen Benzamidine wurden durch Basen-katalysierte Umsetzung der
Benzonitrile mit Ammoniumchlorid erhalten (Moss et al., 1985). Alle weiteren para-
substituierten Benzamidoxime und Benzamidine, welche untersucht wurden, waren
kommerziell erhältlich und sind ebenso wie die übrigen Materialen und Geräte in
Kapitel 7 dieser Arbeit aufgeführt.

2.2.2 Gewinnung und Charakterisierung der Proteinquellen

2.2.2.1 Gewinnung der porcinen subzellulären Fraktionen

9000 g-Überstand (SL9000g), postnukleärer Überstand (SLPNS) und Mitochondrien
(SLMt) wurden mittels Differential- und Dichtegradientenzentrifugationen aus por-
cinen Lebern gewonnen. Die Organe wurden hierfür von einer lokalen Schlachterei
(Schlachterei Neidhard, Holtsee) bezogen und anhand im Arbeitskreis etablierter Pro-
tokolle bearbeitet (Clement et al., 2005; Havemeyer et al., 2006; Froriep, 2013).

2.2.2.2 Isolierung der äußeren mitochondrialen Membranfraktion

Ausgehend von den Mitochondrien wurde die äußere mitochondriale Membranfrak-
tion angereichert. Hierfür wurde die Swell-Disruption-Methode mit anschließender
Dichtegradientenzentrifugation nach de Kroon et al. (1997) verwendet, welche im Ar-
beitskreis modifiziert und optimiert wurde (Havemeyer et al., 2006; Froriep, 2013).
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2.2.2.3 Rekombinante Proteine des mARC-Enzymsystems

Die Klonierung, Expression und affinitätschromatographische Aufreinigung der re-
kombinanten humanen Proteine des mARC-Enzymsystems erfolgte im Arbeitskreis
Mendel (Technische Universität Braunschweig) nach der Methode von Wahl et al.
(2010). mARC1 (NP_073583) und mARC2 (NP_060368) wurden im E. coli Stamm
TP1000 exprimiert und zur Aufreinigung mit einem N -terminalen His6-tag versehen.
Beide Proteine wurden N -terminal um das mitochondriale Targeting-Signal und so-
mit 51 Aminosäuren im Falle von mARC1 und 50 Aminosäuren im Falle von mARC2
verkürzt.
Die Expression des mitochondrialen Cytochrom b5 (NP_085056) und der NADH-

Cytochrom b5 Reduktase 3 (NP_000389) erfolgte im E. coli Stamm DL41. Zur Auf-
reinigung wurde ein N -terminaler His6-tag eingeführt. Die Proteine wurden um den
hydrophoben Membrananker verkürzt. Bei Cytochrom b5 umfasst diese Trunkierung
C-terminal 27 Aminosäuren und bei der Cytochrom b5 Reduktase N -terminal 23
Aminosäuren.

2.2.2.4 Bestimmung des Proteingehalts

Der Proteingehalt der Enzymquellen wurde mit der BCA-Methode bestimmt (Smith
et al., 1985). Hierfür wurde das BCA Protein Assay Kit von Pierce (Rockford, USA)
gemäß Herstellerangaben verwendet. Die photometrische Bestimmung erfolgte bei
562 nm mit Rinderserumalbumin als Standard zur Kalibrierung.

2.2.2.5 SDS-PAGE und Western Blot-Analyse

Die Reinheit der isolierten Subfraktionen wurde mittels diskontinuierlicher Poly-
acrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und nachfolgendem Western Blot über-
prüft (Laemmli, 1970).
Folgende Puffer und Gele wurden für die SDS-PAGE verwendet:

Trenngelpuffer 4x, pH 8,8

90,9 g Tris-Base
2,0 g SDS
ad 500 ml Aqua bidest.

Sammelgelpuffer 4x, pH 6,8

30,3 g Tris-Base
2,0 g SDS
ad 500 ml Aqua bidest.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Trenngel (12,5 %)

4 ml Aqua bidest.
3 ml Trenngelpuffer 4x, pH 8,8
5 ml Acrylamid (Rotiphorese R©)
10 µl TEMED
80 µl APS-Lösung (10 % (m/v))

Sammelgel (4,5 %)

2,4 ml Aqua bidest.
1 ml Sammelgelpuffer 4x, pH 6,8
0,6 ml Acrylamid (Rotiphorese R©)
6 µl TEMED
25 µl APS-Lösung (10 % (m/v))

Kathodenpuffer

30,3 g Tris-Base
144,1 g Glycin
10,0 g SDS
ad 1000 ml Aqua bidest.

4x SDS-Ladepuffer

242 mg Tris-Base
800 mg SDS
4 ml Glycerin 86 %
2 ml β-Mercaptoethanol
2 mg Bromphenolblau
ad 10 ml Aqua bidest.

Die Proteinproben wurden mit Aqua bidest. auf einen einheitlichen Proteingehalt ein-
gestellt. Drei Teile Proteinlösung wurden mit einem Teil 4x SDS-Ladepuffer versetzt,
5 min im Wasserbad zur Hitzedenaturierung abgekocht und 5 min bei 10.000 rpm zen-
trifugiert. Zur Detektion wurde der Molekulargewichtsmarker PageRuler R© Prestained
Protein Ladder (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Zu Beginn der Elektrophorese
wurde eine Spannung von 100 V angelegt, welche nach Übertritt der Proteine vom
Sammel- ins Trenngel für ca. eine Stunde auf 200 V erhöht wurde. Zur Western Blot-
Analyse wurden folgende Puffer verwendet:

Transferpuffer

20 % Methanol (v/v)
25 mM Tris-HCl
192 mM Glycin
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TBS-Puffer

20 mM Tris-Base pH 7,6
137 mM Natriumchlorid

TBST-Puffer

10 % TBS-Puffer (v/v)
0,1 % TWEEN R© 20 (v/v)

M-TBST-Puffer

5 % Milchpulver (m/v) in TBST

Die Proteine wurden im wet-Verfahren auf PVDF-Membranen, welche auf Größe des
Gels zugeschnitten waren, übertragen. Ausgehend von der Anodenseite wurden auf
ein Vlies zwei Lagen Whatman-Papier, die Membran, das Gel, erneut zwei Lagen
Whatman-Papier und ein Vlies gelegt und in einer entsprechenden Kassete einge-
spannt. Diese wurde ebenso wie ein auf -20 ◦C gekühltes Coolpack in den Tank einge-
setzt, welcher mit Transferpuffer befüllt wurde. Zum Proteinübertrag wurde für zwei
Stunden eine Spannung von 90 V angelegt.
Zur immunologischen Detektion wurden im ersten Schritt freie Bindungsstellen der

Membran mit Milchpulver geblockt. Hierfür wurde die Membran eine Stunde unter
Schütteln bei Raumtemperatur mit 5 % M-TBST inkubiert. Ebenfalls unter Schütteln
wurde die Membran entweder für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht
bei 4 ◦C mit dem Primärantikörper (Verdünnungen in M-TBST) behandelt.

Folgende Primärantikörper wurden eingesetzt, wobei die verwendeten Verdünnungen
bei jedem Versuch der entsprechenden Abbildung zu entnehmen sind:

• anti-GAPDH, Sigma, Taufkirchen, Wirt: Ziege

• anti-VDAC2, acris Antibodies GmbH, Herford, Wirt: Ziege

• anti-mARC1, Abgent, Oxfordshire, UK, Wirt: Kaninchen

• anti-mARC2, Sigma, Taufkirchen, Wirt: Kaninchen

• anti-Cyt b5 B, Sigma, Taufkirchen, Wirt: Kaninchen

• anti-Cyt b5R 3, acris Antibodies GmbH, Herford, Wirt: Ziege

Dann wurde die Membran dreimal für 10 min mit 10 ml TBST gewaschen und im
nächsten Schritt eine Stunde mit dem entsprechenden Peroxidase-gekoppelten Sekun-
därantikörper unter Schütteln inkubiert.
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Folgende Sekundärantikörper (1:10.000 in M-TBST) wurden eingesetzt:

• anti-Kaninchen, Jackson Immuno Research Laboratories, Suffolk, UK, Wirt:
Ziege

• anti-Ziege, Jackson Immuno Research Laboratories, Suffolk, UK, Wirt: Esel

Es wurde nochmals dreimal mit TBST gewaschen. Abschließend wurde ECLTM Plus
Western Blotting Detection Reagenz (GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK) gemäß
Herstellerangaben zugegeben und die auftretende Chemielumineszenz durch Belich-
tung eines Fotofilms (Amersham Hyperfilm, GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK)
dokumentiert.

2.2.2.6 Bestimmung des Molybdän-Gehalts von mARC

Der Molybdän-Gehalt der rekombinanten mARC-Proteine wurde mittels ICP-MS am
Geologischen Institut der CAU Kiel im Arbeitskreis von Dr. Garbe-Schönberg be-
stimmt, wie von Plitzko (2010) und Kotthaus et al. (2011) beschrieben. Die Pro-
benvorbereitung erfolgte allerdings ohne vorheriges Umpuffern (Ott, 2013). Hierfür
wurden die Proteine zunächst mit Lagerpuffer pH 7,4 (25 mM KH2PO4, 50 mM
K2HPO4, 1 mM EDTA, 0,1 mM DTT, 20 % Glycerol (v/v)) auf einen Proteingehalt
von 0,5 mg/ml verdünnt. 200 µl dieser Lösungen wurden mit 10 µl Indium (2,5 ppb) als
internem Standard und 1790 µl 2 %iger (m/v) oberflächendestillierter Salpetersäure
versetzt und durch einen 30 kDa Zentrifugalfilter filtriert (Amicon Ultra 0.5 Ultracel-
PL Membrane, Millipore, Darmstadt). Das Filtrat wurde mittels PFAMicro-Nebulizer
dem ICP-MS Gerät (Agilent Technologies, Böblingen) zugeführt und vermessen. Zur
Kalibrierung wurde eine Single-Element Stock Lösung (Alfa Aesar, Karlsruhe) in den
Konzentrationen 5 und 50 ppb eingesetzt. Die Richtigkeit der Methode wurde anhand
internationaler Standardreferenzmineralien (BIR-1 und BHVO-2) überprüft.

2.2.2.7 Bestimmung des Häm-Gehalts von Cytochrom b5

Die Bestimmung des Häm-Gehalts erfolgte entsprechend der Methode von Estabrook
und Werringloer (1978). Es wurde ein Differenzspektrum aus NADH-reduzierter und
oxidierter Form des Proteins aufgenommen und die Differenz der Absorptionswerte bei
426 nm und 409 nm bestimmt. Zur Berechnung des Häm-Gehalts über das Lambert-
Beersche Gesetz wurde der molare Absorptionskoeffizient der reduzierten Form des
Cytochrom b5 verwendet (ε = 185 mM−1 cm−1).

2.2.2.8 Häm-Saturierung von Cytochrom b5

Die Saturierung des zuvor rekombinant hergestellten Cytochrom b5 erfolgte nach ei-
nem Verfahren zur Inkorporation von Häm in Apocytochrom b5 nach Mulrooney und
Waskell (2000), welches von Plitzko et al. (2013) modifiziert wurde. Hierfür wurde
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Cytochrom b5 mit Aliquots einer Häminchlorid-Lösung versetzt. Nach jeder Zuga-
be wurde ein Absorptionsspektrum im Bereich von 350 bis 500 nm aufgenommen.
Die Häm-Saturierung wurde als abgeschlossen betrachtet, sobald der Soret Peak bei
413 nm, bedingt durch einen Überschuss an freiem, Tris-gebundenem Hämin, in ein
Plateau überging.

2.2.2.9 Bestimmung des FAD-Gehalts der Cytochrom b5 Reduktase

Der FAD-Gehalt der Cytochrom b5 Reduktase wurde photometrisch nach der Me-
thode von Whitby (1953) bestimmt. Hierfür wurden die Proben mit 50 mM Kali-
umphosphatpuffer pH 7,0 auf einen Proteingehalt von etwa 1,5 mg/ml eingestellt
und 10 min im Wasserbad abgekocht. Nach Erkalten wurden die Proben 10 min bei
10.000 rpm zentrifugiert und der Überstand photometrisch bei 450 nm vermessen.
Die Auswertung erfolgte über eine Kalibriergerade. Hierfür wurden FAD-Lösungen
im Konzentrationsbereich von 0,01-0,1 µmol/ml hergestellt und vermessen.

2.2.3 HPLC-Analytik

Folgendes System wurde zur HPLC-Analytik verwendet:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)

Alle weiteren Parameter zur Beschreibung der HPLC-Methoden sind in den entspre-
chenden Kapiteln aufgeführt.
Der wässrige Anteil der mobilen Phase wurde stets durch einen Polyamidmem-

branfilter (0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert, bevor der organische Anteil
(HPLC-Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultraschallbad entgast
wurde.

2.2.3.1 Kalibrierung und Wiederfindung

Zur Kalibrierung wurde der jeweilige Metabolit in 10 verschiedenen Konzentrationen
(0,25-500 µM) in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 gelöst und per HPLC vermes-
sen. Die Bestimmung der Wiederfindung erfolgte ebenfalls im Konzentrationsbereich
von 0,25-500 µM in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. Hierbei enthielten alle
Ansätze neben dem Metaboliten 50 µg hitzedenaturierte Mitochondrien der Schwei-
neleber, 3 mM des jeweiligen Substrates, 1 mM NADH sowie 5 % DMSO (v/v) in
einem Inkubationsvolumen von 150 µl. Es erfolgte zunächst eine 3-minütige Vorinku-
bation aller Komponenten mit Ausnahme des NADH bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad.
Nach Zugabe des NADH wurde weitere 20 min inkubiert und anschließend mit 150 µl
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eisgekühltem Methanol abgestoppt. Die Proben wurden 5 min geschüttelt, 5 min bei
10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände dann per HPLC analysiert.

2.2.3.2 Trennung von Benzamidoxim und Benzamidin

Die Trennung von Benzamidoxim und Benzamidin sowie die Quantifizierung des Me-
taboliten Benzamidin wurde mittels der von Clement et al. (2005) beschriebenen
Methode durchgeführt.

2.2.3.3 Trennung von 4-Chlorbenzamidoxim und 4-Chlorbenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Chorbenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Nova Pak C18, 4 µm, 3,9 × 300 mm
(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 20 mM KH2PO4, 0,1 % Trifluoressigsäure (v/v), pH 4,0/
Acetonitril 80:20 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 15 min
Detektion 243 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 3, 9 ± 0, 1 min (4-Chlorbenzamidin)

7, 1 ± 0, 1 min (4-Chlorbenzamidoxim)

2.2.3.4 Trennung von 4-Brombenzamidoxim und 4-Brombenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Brombenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Nova Pak C18, 4 µm, 3,9 × 300 mm
(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 20 mM KH2PO4, 0,1 % Trifluoressigsäure (v/v), pH 6,0/
Acetonitril 70:30 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 8 min
Detektion 245 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 3, 1 ± 0, 1 min (4-Brombenzamidin)

5, 8 ± 0, 1 min (4-Brombenzamidoxim)
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2.2.3.5 Trennung von 4-Nitrobenzamidoxim und 4-Nitrobenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Nitrobenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Nova Pak C18, 4 µm, 3,9 × 300 mm
(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 20 mM KH2PO4, 0,1 % Trifluoressigsäure (v/v), pH 4,0/
Acetonitril 85:15 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 15 min
Detektion 256 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 3, 7 ± 0, 1 min (4-Nitrobenzamidin)

8, 1 ± 0, 1 min (4-Nitrobenzamidoxim)

2.2.3.6 Trennung von 4-Cyanobenzamidoxim und 4-Cyanobenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Cyanobenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Nova Pak C18, 4 µm, 3,9 × 300 mm
(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 20 mM KH2PO4, 0,1 % Trifluoressigsäure (v/v), pH 4,0/
Acetonitril 95:5 (v/v)

Flussrate 0,8 ml/min
Laufzeit 25 min
Detektion 244 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 8, 1 ± 0, 1 min (4-Cyanobenzamidin)

16, 4 ± 0, 1 min (4-Cyanobenzamidoxim)
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2.2.3.7 Trennung von 4-Trifluormethylbenzamidoxim und
4-Trifluormethylbenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Trifluormethylbenzamidin entwi-
ckelt:

Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Natriumoctylsulfonat, 20 mM KH2PO4, pH 3,0/
Acetonitril 72,5:27,5 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 23 min
Detektion 224 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 16, 1 ± 0, 1 min (4-Trifluormethylbenzamidin)

18, 3 ± 0, 1 min (4-Trifluormethylbenzamidoxim)

2.2.3.8 Trennung von 4-Methylbenzamidoxim und 4-Methylbenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Methylbenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Natriumoctylsulfonat, 20 mM KH2PO4, pH 4,0/
Acetonitril 78,5:21,5 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 32 min
Detektion 242 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 17, 3 ± 0, 1 min (4-Methylbenzamidoxim)

23, 6 ± 0, 1 min (4-Methylbenzamidin)
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2.2.3.9 Trennung von 4-Methoxybenzamidoxim und 4-Methoxybenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Methoxybenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 5 mM Natriumoctylsulfonat, 1 % Eisessig (v/v), 0,1 % Tri-
ethylamin (v/v), (pH nicht eingestellt)/
Acetonitril 80,5:19,5 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 30 min
Detektion 260 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 15, 0 ± 0, 1 min (4-Methoxybenzamidoxim)

17, 6 ± 0, 1 min (4-Methoxybenzamidin)

2.2.3.10 Trennung von 4-Aminobenzamidoxim und 4-Aminobenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Aminobenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Natriumoctylsulfonat, 20 mM KH2PO4, pH 3,0/
Acetonitril 85:15 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 30 min
Detektion 299 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 19, 7 ± 0, 2 min (4-Aminobenzamidoxim)

24, 8 ± 0, 3 min (4-Aminobenzamidin)
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2.2.3.11 Trennung von 4-Hydroxybenzamidoxim und 4-Hydroxybenzamidin

Folgende Methode wurde zur Quantifizierung von 4-Hydroxybenzamidin entwickelt:

Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Natriumoctylsulfonat, 20 mM KH2PO4, pH 3,0/
Acetonitril 85:15 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 32 min
Detektion 258 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 19, 2 ± 0, 3 min (4-Hydroxybenzamidoxim)

23, 6 ± 0, 4 min (4-Hydroxybenzamidin)

2.2.4 Stabilitäten und Löslichkeiten

2.2.4.1 Löslichkeiten der para-substituierten Benzamidoxime

Zur Überprüfung der Löslichkeit der para-substituierten Benzamidoxime unter Inku-
bationsbedingungen wurde für jedes Substrat in zwei Parallelansätzen folgendermaßen
vorgegangen:
150 µl einer 6 mM Lösung des Substrats in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 mit 5 % (v/v)
DMSO wurden 11 min bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad inkubiert und anschließend
5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. 75 µl des Überstands wurden mit 75 µl Metha-
nol versetzt und per HPLC vermessen. Zur Beurteilung der Löslichkeit wurde jeweils
zum Vergleich eine 3 mM Lösung des Substrats in Acetonitril/Aqua bidest. 1:1 (v/v)
hergestellt und per HPLC vermessen.

2.2.4.2 Stabilitäten der para-substituierten Benzamidoxime und Benzamidine

Zur Überprüfung der Stabilität der Verbindungen bei Raumtemperatur wurde in zwei
Parallelansätzen jeweils wie folgt verfahren:
3 mM Substrat bzw. 25 µMMetabolit wurden in 20 mMMES-Puffer pH 6,0/Methanol
1:1 (v/v) gelöst und im Autosampler der HPLC bei Raumtemperatur inkubiert. Alle
Ansätze wurden nach 0, 2, 4, 6, 8, 12 und 24 Stunden mit der jeweiligen HPLC-
Analytik vermessen.
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2.2.5 Zusammensetzung der in vitro Biotransformationsansätze

2.2.5.1 Inkubationen mit rekombinanten Enzymen

2.2.5.1.1 Ermittlung der optimalen Stöchiometrie von mARC, Cytochrom b5 und
Cytochrom b5 Reduktase im in vitro Biotransformationsansatz

Jeder Inkubationsansatz enthielt insgesamt 80 pmol Cofaktor in einem Volumen von
75 µl, wobei die Verhältnisse von Moco (mARC1 bzw. mARC2) zu Häm (Cyto-
chrom b5) und FAD (Cytochrom b5 Reduktase) variiert wurden (1000, 100, 10, 1,
0,1, 0,01, 0,001 Teile Moco zu Verhältnissen von 1000:1, 100:1, 10:1, 1:1, 1:10, 1:100,
1:1000 Häm zu FAD). 3 mM Benzamidoxim in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 wurde mit
den Proteinen in den entsprechenden Verhältnissen bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad
für 3 min vorinkubiert. Durch Zugabe von 1 mM NADH wurde die Inkubation gestar-
tet und nach 20 min durch Zugabe von 75 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Die
Ansätze wurden 5 min geschüttelt und 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert. Anschlie-
ßend wurden die Ansätze per HPLC vermessen, wobei abweichend zu den übrigen
Versuchen 40 µl injiziert wurden.

2.2.5.1.2 Bestimmung der Zeitabhängigkeit

Das jeweilige Substrat wurde mit 3,75 µg Protein mARC1 bzw. mARC2, 37,5 pmol
Häm (Cytochrom b5) und 3,75 pmol FAD (Cytochrom b5 Reduktase) in 20 mM MES-
Puffer pH 6,0 für 3 min im 37 ◦C Schüttelwasserbad vorinkubiert. Durch Zugabe
von 1 mM NADH wurde die Inkubation gestartet und nach unterschiedlichen Zeiten
durch Hinzufügen von 75 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Die Proben wurden
anschließend 5 min geschüttelt, 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände
per HPLC analysiert. Das Inkubationsvolumen betrug jeweils 75 µl, jeder Ansatz
enthielt 5 % (v/v) DMSO und wurde doppelt pipettiert. Als Kontrolle wurde jeweils
ein Ansatz ohne Protein durchgeführt.
Die bei Inkubationen mit mARC1 verwendeten Substratkonzentrationen und Inku-

bationszeiten sind in folgender Tabelle aufgeführt:

Substituent Substrat-
konzentration
(mM)

Inkubationszeiten
(min)

H 8 3, 6, 9, 12, 15, 30, 45
NH2 10 3, 6, 9, 12, 15, 30, 45
NO2 6 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30
CH3, OCH3, OH,
CF3, Cl, Br, CN

8 2, 4, 6, 8, 10, 15, 30

Bei allen Inkubationen mit mARC2 wurde das Substrat in einer Konzentration von
3 mM eingesetzt. Untersucht wurden folgende Inkubationszeiten:
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Abbildung 2.4: Selbstgebauter Metallständer zur parallelen Inkubation aller Ver-
bindungen

Substituent Inkubationszeiten
(min)

H, CF3 3, 6, 9, 12, 15, 20, 30, 60
CH3, OCH3, OH,
NH2, Cl, Br, CN, NO2

2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 30

2.2.5.1.3 Bestimmung der Substratabhängigkeit

Das jeweilige Substrat in entsprechender Konzentration wurde zunächst mit 3,75 µg
Protein mARC1 bzw. mARC2, 37,5 pmol Häm (Cytochrom b5) und 3,75 pmol FAD
(Cytochrom b5 Reduktase) in 20 mMMES-Puffer pH 6,0 für 3 min bei 37 ◦C im Schüt-
telwasserbad vorinkubiert. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 1 mM NADH
gestartet und nach 8 min mit 75 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Jeder Ansatz
enthielt 5 % (v/v) DMSO, das Inkubationsvolumen betrug 75 µl. Als Kontrollansatz
diente jeweils ein Ansatz ohne Protein. Nach dem Abstoppen wurde 5 min geschüttelt,
5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände per HPLC vermessen.
Alle Verbindungen wurden unter Verwendung eines im Arbeitskreis selbstgebauten

Metallständers (s. Abbildung 2.4) parallel inkubiert, wobei diese Bestimmung insge-
samt sechsmal durchgeführt wurde. Die enzymkinetischen Parameter wurden mithilfe
von SigmaPlot ermittelt (SigmaPlot 11.0; SPSS Science, Chicago, IL). Folgende Sub-
stratkonzentrationen wurden eingesetzt:

Inkubationen mit mARC1:

Substituent Substratkonzentrationen
(mM)

H, CH3, OCH3,
NH2, Br, CF3

0,06; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0

Cl, CN 0,13; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0
NO2 0,06; 0,13; 0,25; 0,38; 0,75; 3,0; 6,0
OH 0,2; 0,4; 0,8; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0
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Inkubationen mit mARC2:

Substituent Substratkonzentrationen
(mM)

H, CH3, OCH3,
NH2, Br, CF3,
Cl, CN, NO2

0,06; 0,13; 0,25; 0,50; 1,0; 3,0; 6,0

OH 0,02; 0,03; 0,06; 0,13; 0,50; 1,0; 3,0

2.2.5.2 Inkubationen mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion

2.2.5.2.1 Bestimmung der Zeitabhängigkeit

Das jeweilige Substrat wurde in einer Konzentration von 3 mM mit 5 µg Protein in
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 für 3 min im Schüttelwasserbad bei 37 ◦C
vorinkubiert. Durch Zugabe von 1 mM NADH wurde die Inkubation gestartet und
nach unterschiedlichen Zeiten durch Hinzufügen von 150 µl eisgekühltem Methanol
abgestoppt. Die Proben wurden anschließend 5 min geschüttelt, 5 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert und die Überstände per HPLC analysiert. Das Inkubationsvolumen be-
trug jeweils 150 µl, alle Ansätze enthielten 5 % (v/v) DMSO und wurden doppelt
pipettiert. Als Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz ohne Protein durchgeführt. Folgen-
de Inkubationszeiten wurden untersucht:

Substituent Inkubationszeiten
(min)

H 5, 15, 20, 30, 45, 60, 120
CH3 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 63, 120
OCH3 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 90
NO2 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60
OH 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 100
Cl, Br 5, 15, 20, 30, 45, 60, 120
NH2, CF3, CN 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60, 120

2.2.5.2.2 Bestimmung der pH-Abhängigkeit

Alle Inkubationen wurden in Mehrkomponentenpuffer nach Ellis und Morrison (1982),
bestehend aus 50 mM Essigsäure, 50 mMMES und 100 mM TRIS-Base, durchgeführt.
Hierfür wurden zunächst zehn verschiedene Pufferlösungen mit pH-Werten im Bereich
von 4,0 bis 8,0 durch Zugabe von 1 M Salzsäure bzw. 1 M Natriumhydroxid-Lösung
hergestellt, wobei die Ionenstärke der Lösungen durch Zugabe entsprechender Volu-
mina einer 0,5 M Natriumchlorid-Lösung ausgeglichen wurde. Anschließend wurden
3 mM des jeweiligen Substrats in Mehrkomponentenpuffer mit 5 µg Protein 3 min
bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad vorinkubiert. Durch Zugabe von 1 mM NADH wurde
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die Inkubation gestartet. Das Inkubationsvolumen betrug 150 µl, jeder Inkubations-
ansatz enthielt 5 % (v/v) DMSO. Nach 20 min wurde die Inkubation durch Zugabe
von 150 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Alle Ansätze wurden 5 min geschüt-
telt, 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände per HPLC vermessen. Als
Kontrolle wurde jeweils ein Ansatz ohne Protein durchgeführt.

2.2.5.2.3 Bestimmung der Substratabhängigkeit

Das jeweilige Substrat wurde zunächst in verschiedenen Konzentrationen mit 2,5 µg
Protein in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 für 3 min bei 37 ◦C im Schüttelwas-
serbad vorinkubiert. Die Inkubation wurde durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet
und nach 15 min mit 75 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Jeder Ansatz enthielt
5 % (v/v) DMSO, das Inkubationsvolumen betrug 75 µl. Als Kontrollansatz diente
jeweils ein Ansatz ohne Protein. Nach dem Abstoppen wurde 5 min geschüttelt, 5 min
bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände per HPLC vermessen.
Alle Verbindungen wurden unter Verwendung des in Abbildung 2.4 gezeigten Me-

tallständers parallel inkubiert, wobei diese Bestimmung insgesamt sechsmal durchge-
führt wurde. Die enzymkinetischen Parameter wurden mithilfe von SigmaPlot ermit-
telt (SigmaPlot 11.0; SPSS Science, Chicago, IL). Folgende Substratkonzentrationen
wurden eingesetzt:

Substituent Substratkonzentrationen
(mM)

H, CH3, OCH3, NH2,
Br, CF3, Cl, OH

0,016; 0,031; 0,063; 0,13; 0,25; 1,0; 3,0

NO2, CN 0,063; 0,13; 0,25; 0,50; 1,0; 2,0; 3,0
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2.2.6 Cyclische Voltammetrie und Differentielle Puls-Voltammetrie

Die Versuche zur Charakterisierung der elektrochemischen Reduktion der para-sub-
stituierten Benzamidoxime wurden in Kooperation mit dem Arbeitskreis Kurz (Insti-
tut für Anorganische und Analytische Chemie, Albert-Ludwig-Universität, Freiburg)
durchgeführt. Es wurde eine Drei-Elektroden-Anordnung bestehend aus einer hängen-
den Quecksilber Tropfelektrode (Metrohm Multi-Mode-Elektrode) als Arbeitselektro-
de, einer Ag/AgCl Referenzelektrode (3 M KCl, +210 mV vs. NHE) und einem Platin-
draht als Gegenelektrode sowie einem Metrohm 797 VA Computrace Potentiostaten
verwendet. Alle Experimente wurden bei Raumtemperatur unter Stickstoff durchge-
führt. Zur Bestimmung der Redoxpotentiale mittels Differentieller Puls-Voltammetrie
wurden, je nach Löslichkeit, 1 mM Lösungen oder 1:10 Verdünnungen gesättigter Lö-
sungen der para-substituierten Benzamidoxime in 0,5 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0
eingesetzt. Vor jeder Messung wurden die Lösungen 5 min mit Stickstoff gespült, um
gelösten Sauerstoff vollständig zu verdrängen.

2.2.7 Elektrolyse von Benzamidoxim mit nachfolgender HPLC-Analytik

Die Elektrolyse von Benzamidoxim wurde in einer coulometrischen Zelle von Princeton
Applied Research durchgeführt, welche mit einem Quecksilber-Pool als Arbeitselektro-
de, Ag/AgCl (3 M KCl) als Referenzelektrode und einem Platindraht als Gegenelek-
trode ausgestattet war (s. Abbildung 2.5). 20 ml einer 0,5 mM Benzamidoximlösung in
0,5 M Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 wurden mit Stickstoff gespült, dann wurde 45 min
bei -1,2 V vs. NHE im chronoamperometrischen Messmodus elektrolysiert. Nach 0, 10,
30 und 45 min wurden jeweils 250 µl Probe gezogen und unter Verwendung folgender
Parameter per HPLC analysiert:

Stationäre Phase Kinetex C18, 5 µm, 4,6 × 250 mm
(Phenomenex Inc., Aschaffenburg)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 20 mM K2HPO4, 0,1 % Trifluoressigsäure (v/v), pH 4,0/
Acetonitril 95:5 (v/v)

Flussrate 0,6 ml/min
Detektion 229 nm
Injektionsvolumen 20 µl
Retentionszeiten 10,9 min (Benzamidin)

11,7 min (Benzamidoxim)
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Abbildung 2.5: Experimenteller Aufbau der verwendeten Elektrolyse-Zelle

36



2.3 Ergebnisse

2.2.8 1H-NMR-Spektroskopie

Alle Spektren wurden an einem Bruker Avance III 300 NMR-Spektrometer aufge-
nommen, wobei die Puls-Programme des Herstellers verwendet wurden. Die para-
substituierten Benzamidoxime wurden in DMSO-d6 gelöst (je zwischen 0,5 und 1,0 mg
in 0,6 ml) und bei 300 K und 300 MHz vermessen. Als interner Standard diente
DMSO-d5 (δ = 2,50 ppm).

2.2.9 Statistik

Die ermittelten kinetischen Parameter KM und Vmax (s. 2.2.5.1.3 und 2.2.5.2.3) wur-
den mittels Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung und mittels Nalimov Test auf
Ausreißer geprüft (Lozán und Kausch, 2004; Streck, 2004). Zur Durchführung linearer
und multipler linearer Regressionsanalysen mittels SigmaPlot wurden die Hammett-
Konstanten (σ) nach March (1985) und die Hansch´schen Hydrophobiekonstanten (π)
nach Hansch und Leo (1979) verwendet.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Charakterisierung der Enzymquellen

Eine Zielsetzung dieses Kapitels bestand darin, den Einfluss des Substituenten in para-
Position des Modellsubstrates Benzamidoxim auf die enzymatische N -Reduktion zu
untersuchen. Voraussetzung hierfür waren somit vergleichbare Versuchsbedingungen
für die Charakterisierung der Reduktion aller Verbindungen. Daher wurden alle In-
kubationen mit einer einheitlichen Proteincharge äußerer mitochondrialer Membran-
fraktion bzw. der rekombinanten Proteine des mARC-Enzymsystems durchgeführt,
welche durch Zusammenfügen mehrerer kleiner Chargen erhalten wurden.

2.3.1.1 Subzelluläre Fraktionen der Schweineleber

Es wurden drei Chargen Mitochondrien aus insgesamt fünf Schweinelebern gewonnen.
Ausgehend von diesen Chargen wurde jeweils die äußere mitochondriale Membran-
fraktion (OMV) angereichert. Abschließend wurden alle Chargen gepoolt und die-
se Gesamtcharge-OMV nachfolgend für alle Inkubationen verwendet (Proteingehalt:
1,96 mg/ml).
Die Reinheit und Identität der Subfraktionen wurde mittels SDS-PAGE und nach-

folgender Westernblot-Analyse untersucht (s. Abbildung 2.6). Um den Erfolg der Sub-
fraktionierung zu überprüfen, wurden Westernblot-Analysen mit den Markerproteinen
GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase) und VDAC (voltage depen-
dent anion channel) durchgeführt. GAPDH spielt eine wichtige Rolle bei der Glykolyse
und ist vorwiegend im Cytoplasma lokalisiert (Tristan et al., 2011), während VDAC
in der äußeren mitochondrialen Membran zu finden ist. Hier kontrolliert VDAC den
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Abbildung 2.6: Westernblot-Analyse der subzellulären hepatischen Fraktionen

Folgende Proteinmengen und Primärantikörper-Verdünnungen wurden verwendet:
links = SLPNS, SLMt, SL9000g; rechts = SLMt, SLMtH, SLOMV; Kontrolle = jeweiliges rekombi-
nantes Protein; GAPDH, VDAC: 12 µg links bzw. 6 µg rechts, Primärantikörper 1:1000; mARC1:
20 µg links bzw. 5 µg rechts, 0,05 µg mARC1, anti-mARC1 1:1000; mARC2: 10 µg links bzw. 5 µg
rechts, 0,05 µg mARC2, anti-mARC2 1:10.000; Cyt b5: 20 µg links bzw. 5 µg rechts, 0,001 µg Cyt b5,
anti-Cyt b5 1:1000; Cyt b5R: 20 µg links bzw. 10 µg rechts, 0,1 µg Cyt b5R, anti-Cyt b5R 1:1000
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Ein- und Austritt mitochondrialer Metabolite und ist an der Regulation der Apoptose
beteiligt (Shoshan-Barmatz und Ben-Hail, 2012).
Die Westernblot-Analyse zeigt, dass GAPDH in den Fraktionen des postnukleären

Überstandes und im 9000 g-Überstand angereichert ist, während in den mitochon-
drialen Fraktionen kein GAPDH detektiert wurde. Für VDAC ist eine Anreicherung
in den Mitochondrien und das stärkste Signal in der äußeren mitochondrialen Mem-
branfraktion zu erkennen. Somit wurde die Identität der äußeren mitochondrialen
Membranfraktion und die Reinheit der gewonnenen Subfraktionen sichergestellt.
Sowohl für mARC1 als auch für mARC2 ist eine Anreicherung in den Mitochondri-

en gegenüber postnukleärem Überstand und 9000 g-Überstand zu erkennen. mARC2
lieferte im Unterschied zu mARC1 die stärkste Bande in der äußeren mitochondria-
len Membranfraktion. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen von Krischkowski
(2014), welche die zusätzliche Lokalisation von mARC1 im Intermembranenraum por-
ciner Lebermitochondrien beschreiben.
Des Weiteren ist zu erkennen, dass auch die zur N -Reduktion essentiellen Kom-

ponenten des mARC-Enzymsystems Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase in
der gewonnenen Charge der äußeren mitochondrialen Membranfraktion enthalten sind
und diese somit zur Durchführung von Biotransformationsstudien geeignet war.
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2.3.1.2 Rekombinante Proteine des mARC-Enzymsystems

Es wurden jeweils mehrere Chargen der rekombinanten Proteine gepoolt, um alle
Biotransformationsstudien mit einer einheitlichen Charge durchführen zu können und
so möglichst identische Versuchsbedingungen für alle Substrate, welche hinsichtlich
ihrer N -Reduktion durch das mARC-Enzymsystem verglichen werden sollten, zu ge-
währleisten.
In in vitro Biotransformationsstudien mit dem rekonstituierten rekombinanten En-

zymsystem werden die Komponenten mARC, Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Re-
duktase entsprechend ihres Gehalts an Molybdän, Häm bzw. FAD eingesetzt (Plitzko,
2010). Für Apocytochrom b5 wurde von Mulrooney und Waskell (2000) eine Methode
zur Inkorporation von Häm beschrieben. Diese wurde von Plitzko et al. (2013) modifi-
ziert und kann neben der Inkorporation von Häm ins Apoprotein auch zur Steigerung
des Häm-Gehalts des rekombinant hergestellten Holoproteins genutzt werden.
Cytochrom b5 wird bei Inkubationen mit dem rekonstituierten rekombinanten En-

zymsystem entsprechend des Häm-Gehalts eingesetzt. Die Umsetzungsrate gibt an,
wieviel Metabolit pro Zeiteinheit und Menge an Gesamtprotein im Inkubationsansatz
gebildet wird. Somit ermöglicht die Saturierung mit Häm eine Einsparung an Prote-
in bzw. Erhöhung der Umsetzungsrate. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher eine
Charge an Cytochrom b5 verwendet, die zuvor mit Häm saturiert wurde. Folgende
Protein- und Cofaktorgehalte wurden für die erhaltenen Gesamtchargen an rekombi-
nanten Proteinen bestimmt:

Proteingehalt Cofaktorgehalt

mARC1 8,7 mg/ml 8,7 nmol Mo/mg Protein
mARC2 9,1 mg/ml 9,0 nmol Mo/mg Protein
Cyt b5 1,7 mg/ml 20,7 nmol Häm/mg Protein
Cyt b5R 9,4 mg/ml 46,3 nmol FAD/mg Protein

2.3.2 HPLC-Analytik

Zur Trennung der para-substituierten Benzamidoxime von ihren korrespondierenden
Benzamidin-Metaboliten, DMSO und NADH wurden HPLC-Methoden entwickelt (s.
Kapitel 2.2.3). Eine Übersicht der relevanten Signale liefern die repräsentativen Chro-
matogramme in den Abbildungen 2.7 bis 2.15.
Im Chromatogramm der Trennung von 4-Methoxybenzamidoxim und -benzamidin

(s. Abbildung 2.13) wurde neben DMSO und NADH, mit Retentionszeiten kleiner
5 min, ein zusätzliches Signal bei einer Retentionszeit von etwa 10 min detektiert.
Weitere HPLC-Analysen zeigten, dass dieses auf eine Verunreinigung des 4-Methoxy-
benzamidoxims zurückzuführen war. Die Vermutung, dass es sich hierbei um das ent-
sprechende Amid handelt, ein häufiges Nebenprodukt der Synthese para-substituierter
Benzamidoxime, wurde per HPLC-, MS- und 1H-NMR-Analyse bestätigt (Daten nicht
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gezeigt). Anhand der Flächen im HPLC-Chromatogramm wurde ermittelt, dass die-
se Charge 4-Methoxybenzamidoxim etwa 11 % 4-Methoxybenzamid enthält. Hierfür
wurde die Fläche des Amidsignals auf die Summe der Flächen der Amid- und Ami-
doximsignale bezogen. Der Gehalt der Verunreinigung wurde bei Verwendung der
Substanz in Biotransformationsstudien rechnerisch nicht berücksichtigt.
Zur Validierung der HPLC-Methoden wurde die Kalibrierung und Wiederfindung

der para-substituierten Benzamidine bestimmt. Die Ergebnisse der Kalibrierungen,
welche zur Quantifizierung der Metabolite im Rahmen der durchgeführten Biotrans-
formationsstudien genutzt wurden, sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

Substituent Bestimmungs-
bereich
(µM)

Richtigkeit
(%)
(Bestimmungs-
bereich)

Richtigkeit
(%)
(Bestimmungs-
grenze)

R2

Cl 0,25-500 102 ± 5 105 1,0000
Br 0,25-500 96 ± 14 100 0,9962
NO2 0,25-500 94 ± 7 89 0,9982
CN 0,5-500 94 ± 7 89 0,9998
CF3 0,5-500 102 ± 2 107 1,0000
CH3 1-500 101 ± 3 95 0,9999
OCH3 0,5-500 100 ± 3 102 0,9999
NH2 0,5-500 101 ± 4 90 0,9999
OH 0,5-500 99 ± 2 102 0,9996

Mithilfe der erhaltenen Kalibriergeraden wurden die Wiederfindungen bestimmt:

Substituent Bestimmungs-
bereich
(µM)

Wiederfindung
(%)
(Bestimmungs-
bereich)

Wiederfindung
(%)
(Bestimmungs-
grenze)

R2

Cl 1-500 114 ± 2 117 1,0000
Br 5-500 111 ± 3 114 0,9997
NO2 1-500 105 ± 10 82 0,9998
CN 1-500 105 ± 9 117 0,9989
CF3 0,5-500 106 ± 7 91 0,9994
CH3 1-500 111 ± 5 119 0,9989
OCH3 0,5-500 112 ± 12 79 0,9995
NH2 1-500 109 ± 5 116 0,9981
OH 5-500 110 ± 4 119 0,9997
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.7: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Chlorbenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Chlorbenzamidoxim, 53 µM 4-Chlorbenz-
amidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in 100 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 6,0. (1) 4-Chlorbenzamidin, (2) 4-Chlorbenzamidoxim, (3) nicht näher charakterisierte
Verunreinigung
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Abbildung 2.8: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Brombenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Brombenzamidoxim, 68 µM 4-Brom-
benzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in 100 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Brombenzamidin, (2) 4-Brombenzamidoxim
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.9: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Nitrobenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Nitrobenzamidoxim, 31 µM 4-Nitrobenz-
amidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in 100 mM Kaliumphosphat-
puffer pH 6,0. (1) 4-Nitrobenzamidin, (2) 4-Nitrobenzamidoxim, (3) nicht näher charakterisierte
Verunreinigung
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Abbildung 2.10: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Cyanobenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Cyanobenzamidoxim, 54 µM 4-Cyano-
benzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in 100 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Cyanobenzamidin, (2) 4-Cyanobenzamidoxim, (3) nicht näher charak-
terisierte Verunreinigung
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Abbildung 2.11: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Trifluormethylbenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Trifluormethylbenzamidoxim, 250 µM
4-Trifluormethylbenzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 0,05 mg hitzedenaturierten Mito-
chondrien in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Trifluormethylbenzamidin, (2) 4-Trifluor-
methylbenzamidoxim, (3) nicht näher charakterisierte Verunreinigung
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Abbildung 2.12: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Methylbenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Methylbenzamidoxim, 80 µM 4-Methyl-
benzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in 100 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Methylbenzamidoxim, (2) 4-Methylbenzamidin
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.13: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Methoxybenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Methoxybenzamidoxim, 54 µM
4-Methoxybenzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 2,5 µg Protein (OMV) in
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Methoxybenzamid, (2) 4-Methoxybenzamidoxim,
(3) 4-Methoxybenzamidin
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Abbildung 2.14: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Aminobenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Aminobenzamidoxim, 500 µM 4-Amino-
benzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 0,05 mg hitzedenaturierten Mitochondrien in
100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Aminobenzamidoxim, (2) 4-Aminobenzamidin
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.15: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Hydroxybenzamidoxim und -benzamidin

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Hydroxybenzamidoxim, 500 µM
4-Hydroxybenzamidin, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 0,05 mg hitzedenaturier-
ten Mitochondrien in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Hydroxybenzamidoxim,
(2) 4-Hydroxybenzamidin
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Substituent Löslichkeit (%)

OCH3 85
NH2 92
OH 93
Cl 94
CH3 95
NO2 97
CN 98
Br 102
CF3 104
H 104

Tabelle 2.1: Löslichkeiten der para-substituierten Benzamidoxime unter Inkuba-
tionsbedingungen

Folgende Inkubationsbedingungen wurden simuliert: 6 mM Substrat in 20 mM MES-Puffer pH 6,0
mit 5 % (v/v) DMSO, 150 µl Inkubationsvolumen, 3 min Vorinkubation und 8 min Inkubation bei
37 ◦C im Schüttelwasserbad (s. 2.2.4.1). Die prozentuale Löslichkeit ist auf eine Lösung des Substrates
in Acetonitril/Aqua bidest. bezogen.

2.3.3 Stabilitäten und Löslichkeiten

2.3.3.1 Löslichkeiten der para-substituierten Benzamidoxime unter
Inkubationsbedingungen

Um die Löslichkeit der para-substituierten Benzamidoxime unter Inkubationsbedin-
gungen beurteilen zu können, wurden Lösungen der Verbindungen hergestellt und per
HPLC analysiert. Die erhaltenen Signalflächen wurden mit denen von Referenzlösun-
gen der Verbindungen in Acetonitril/Aqua bidest. 1:1 (v/v) verglichen. Die Löslichkeit
der Referenzlösung wurde zur Auswertung gleich 100 % gesetzt. Für alle Verbindungen
war eine ausreichende Löslichkeit (> 85 %) unter Inkubationsbedingungen gewähr-
leistet (s. Tabelle 2.1).

2.3.3.2 Stabilitäten der para-substituierten Benzamidoxime und Benzamidine

Um zu überprüfen, ob die in in vitro Biotransformationsstudien zu untersuchenden
Substrate und Metabolite für eine Quantifizierung mittels HPLC-Analytik, welche je
nach Laufzeit der Methode und Anzahl der Proben mehrstündige Analysedauern auf-
weist, geeignet sind, wurde die Stabilität der Verbindungen bei Raumtemperatur im
Autosampler der HPLC-Anlage untersucht. Keine der Verbindungen zeigte Anzeichen
einer Instabilität oder Zersetzung (s. Abbildungen 2.16 und 2.17).
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.16: Stabilitäten der para-substituierten Benzamidoxime bei Raum-
temperatur

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Ansätzen, die einfach
vermessen wurden. 3 mM Lösungen der Verbindungen in 20 mM MES-Puffer pH 6,0/Methanol 1:1
(v/v) wurden per HPLC analysiert.
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Abbildung 2.17: Stabilitäten der para-substituierten Benzamidine bei Raumtem-
peratur

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Ansätzen, die einfach
vermessen wurden. 25 µM Lösungen der Verbindungen in 20 mM MES-Puffer pH 6,0/Methanol 1:1
(v/v) wurden per HPLC analysiert.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

2.3.4 N-Reduktion durch das rekombinante mARC-Enzymsystem

2.3.4.1 Ermittlung der optimalen Stöchiometrie von mARC, Cytochrom b5 und
Cytochrom b5 Reduktase

Ziel dieses Vorversuches war es, zu ermitteln in welchem Verhältnis die Komponenten
des mARC-Enzymsystems in in vitro Biotransformationsstudien einzusetzen sind, um
möglichst hohe Umsetzungsraten zu erhalten. Die entsprechenden Proteinmengen wer-
den hierbei über den Molybdän-, Häm- bzw. FAD-Gehalt von mARC, Cytochrom b5
und der Cytochrom b5 Reduktase berechnet.
Für Biotransformationsstudien mit einem Inkubationsvolumen von 150 µl und

160 pmol Gesamtcofaktor wurde von Krompholz (2013) aufbauend auf den Arbei-
ten von Plitzko (2010) ein optimales Verhältnis von 10:10:1 für mARC1 bzw. mARC2
zu Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase ermittelt. Da in dieser Arbeit eine
Vielzahl an Substraten im Sinne von Struktur-Aktivitäts-Beziehungen untersucht wer-
den sollte, war eine Verkleinerung des Inkubationsvolumens und die damit verbundene
Einsparung an Proteinen erstrebenswert. Die optimale Stöchiometrie der Komponen-
ten des mARC-Enzymsystems wurde daher für mARC1 und mARC2 exemplarisch an
Benzamidoxim in einem Inkubationsvolumen von 75 µl und 80 pmol Gesamtcofaktor
bestimmt. Die von Krompholz untersuchten Verhältnisse von Cytochrom b5 zu Cyto-
chrom b5 Reduktase 1:1 oder 10:1 und mARC in Anteilen von 0-100 wurden erweitert
(s. Abbildung 2.18).
Es konnte gezeigt werden, dass auch bei Verkleinerung des Inkubationsvolumens

und Reduktion der Proteinmengen sowohl für mARC1 als auch mARC2 die höchsten
Umsetzungsraten bei einem Verhältnis von 10:10:1 für mARC zu Cytochrom b5 und
Cytochrom b5 Reduktase erhalten werden. Auch bei Einsatz der Komponenten im
Verhältnis 100:100:1 resultierten hohe Konzentrationen Benzamidin und somit hohe
N -reduktive Aktivitäten. Sehr hohe oder geringe Anteile einer Komponente, entspre-
chend 100 oder 1000 bzw. 0,01 oder 0,001 Teile, führten zu einer so starken Erniedri-
gung der N -Reduktion, dass teilweise kein Benzamidin mehr detektiert wurde.
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Abbildung 2.18: N -Reduktion von Benzamidoxim in Abhängigkeit vom Verhält-
nis von mARC1 bzw. mARC2 zu Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.1.1 beschrieben.
Benzamidin wurde mittels HPLC-Analytik quantifiziert und die höchste erhaltene Konzentration
100 % gesetzt. ND = nicht detektierbar

55



2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.19: Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von 4-Trifluor-
methylbenzamidoxim durch das rekombinante mARC1-haltige Enzymsystem

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.1.2 beschrieben.
Inkubiert wurden Parallelansätze, die doppelt vermessen wurden. Die Reduktion verlief über 10 min
zeitlinear (R2 = 0,9820).

2.3.4.2 Einfluss der Inkubationszeit auf die enzymatische Reduktion

Die N -Reduktion unterschiedlich substituierter Benzamidoxime durch das mARC-
Enzymsystem sollte untersucht und anhand der Umsetzungsraten verglichen werden.
Die Umsetzungsrate wird als Stoffmenge pro Zeiteinheit und Menge Protein angege-
ben. Daher ist es erforderlich, eine Inkubationszeit zu wählen, die in den zeitlinearen
Bereich der N -Reduktion fällt.
Die N -Reduktion aller untersuchten para-substituierten Benzamidoxime war unter

den gewählten Versuchsbedingungen sowohl für mARC1 als auch mARC2 über min-
destens 8 min linear abhängig von der Inkubationszeit. Bei den nachfolgend durchge-
führten Inkubationen zur Bestimmung der enzymkinetischen Parameter wurde daher
eine Inkubationszeit von 8 min gewählt. Exemplarisch ist der Einfluss der Inkubations-
zeit auf die Reduktion von 4-Trifluormethylbenzamidoxim durch das mARC1-haltige
Enzymsystem gezeigt (Abbildung 2.19).
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Abbildung 2.20: Vmax-Werte der Reduktion para-substituierter Benzamidoxime
durch das rekombinante mARC-Enzymsystem

Vmax-Werte wurden mittels SigmaPlot ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichun-
gen aus mindestens vier Bestimmungen (sechs Bestimmungen wurden durchgeführt, Ausreißer nach
Nalimov wurden nicht berücksichtigt, s. Tabelle 2.2). Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze
und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 2.2.5.1.3 beschrieben.

2.3.4.3 Einfluss der Substratkonzentration auf die enzymatische Reduktion und
Ermittlung der kinetischen Parameter

Es sollte untersucht werden, ob der Substituent in para-Position des Modellsubstrates
Benzamidoxim die N -Reduktion durch das mARC-Enzymsystem beeinflusst. Anhand
der enzymkinetischen Parameter sollte geprüft werden, ob Zusammenhänge zwischen
Ausmaß der N -Reduktion und physikochemischen Eigenschaften der Substituenten
im Sinne von Struktur-Aktivitäts-Beziehungen bestehen, welche bei der rationalen
Entwicklung neuer Amidoxim-Prodrugs genutzt werden können.
Alle untersuchten para-substituierten Benzamidoxime wurden sowohl durch das

mARC1- als auch mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem zu den korrespondie-
renden Benzamidinen umgesetzt, wobei sämtliche Inkubationen unter vergleichbaren
Versuchsbedingungen durchgeführt wurden. Die höchsten Umsetzungsraten wurden
sowohl für mARC1 als auch mARC2 für die Methylverbindung detektiert, während die
Nitroverbindung jeweils die niedrigsten Umsetzungsraten lieferte (s. Abbildung 2.20).
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mARC1 mARC2

Substituent V max
[a] KM (mM) V max

[a] KM (mM)

CH3 523 ± 74[b] 0, 79 ± 0, 33[b] 825 ± 93[b] 0, 51 ± 0, 24[b]

CF3 495 ± 87[b] 2, 28 ± 0, 82[b] 666 ± 65[b] 1, 32 ± 0, 22[b]

Cl 351 ± 36[c] 1, 69 ± 0, 36[c] 468 ± 56[b] 0, 51 ± 0, 16[b]

Br 313 ± 91[b] 0, 61 ± 0, 21[b] 546 ± 19[b] 0, 63 ± 0, 10[b]

OCH3 283 ± 37[c] 0, 57 ± 0, 17[b] 487 ± 59[b] 0, 34 ± 0, 06[b]

H 161 ± 30[b] 0, 52 ± 0, 17[b] 275 ± 8[b] 0, 80 ± 0, 14[b]

NH2 154 ± 21[c] 0, 64 ± 0, 24[c] 497 ± 37[b] 0, 62 ± 0, 12[c]

CN 129 ± 31[b] 1, 00 ± 0, 27[b] 437 ± 41[b] 0, 53 ± 0, 13[b]

OH 52 ± 3[b] 0, 10 ± 0, 02[b] 142 ± 7[b] 0, 17 ± 0, 02[b]

NO2 20 ± 2[b] 0, 11 ± 0, 02[b] 68 ± 1[c] 0, 08 ± 0, 02[c]

Tabelle 2.2: Enzymkinetische Parameter der Reduktion para-substituierter Benz-
amidoxime durch das mARC1- bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.1.3 beschrieben.
Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich um Mittelwerte ± Standardabweichungen aus sechs
Bestimmungen.
[a] Vmax (nmol/(min × mg Protein)), [b] Mittelwerte ± Standardabweichungen aus fünf Bestim-
mungen, da ein Ausreißer nach Nalimov vorlag (Streck, 2004), [c] Mittelwert ± Standardabweichung
aus vier Bestimmungen, da zwei Ausreißer nach Nalimov vorlagen (Streck, 2004).

Alle Reaktionen wiesen eine Michaelis-Menten-Kinetik auf. Exemplarisch gezeigt ist
der Einfluss der Substratkonzentration auf die Reduktion durch das mARC-haltige
Enzymsystem am Beispiel von 4-Methylbenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidoxim und
Benzamidoxim (s. Abbildung 2.21). Die enzymkinetischen Parameter wurden mittels
SigmaPlot bestimmt (s. Tabelle 2.2).
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Abbildung 2.21: Einfluss der Substratkonzentration auf die Reduktion von Benz-
amidoxim, 4-Methylbenzamidoxim und 4-Nitrobenzamidoxim durch das rekom-
binante mARC1- bzw. mARC2-haltige Enzymsystem

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 2.2.5.1.3 be-
schrieben. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen von je einem Inkubationsansatz,
der doppelt vermessen wurde.

59



2 para-substituierte Benzamidoxime

2.3.5 N-Reduktion durch die äußere mitochondriale Membranfraktion

Die enzymatische Reduktion unterschiedlich substituierter Benzamidoxime durch das
mARC-Enzymsystem sollte zum einen mit den humanen rekombinanten Proteinen
und zum anderen mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion der Schweinele-
ber charakterisiert werden, um Proteine verschiedener Spezies sowie beide Isoenzyme
zu testen. Für die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber wur-
de daher im Folgenden ebenso wie für die rekombinanten Proteine der Einfluss der
Inkubationszeit und der Substratkonzentration auf die enzymatische Reduktion unter-
sucht. Die enzymkinetischen Parameter wurden anschließend mithilfe von SigmaPlot
ermittelt. Zusätzlich wurde exemplarisch für diese Enzymquelle auch der Einfluss des
pH-Wertes auf die Reduktion analysiert.

2.3.5.1 Einfluss der Inkubationszeit auf die enzymatische Reduktion

Die N -Reduktion aller untersuchten para-substituierten Benzamidoxime verlief bei
Verwendung der äußeren mitochondrialen Membranfraktion als Enzymquelle über
mindestens 15 min linear abhängig von der Inkubationszeit. Für alle weiteren Un-
tersuchungen wurde daher eine Inkubationszeit von 15 min gewählt. Exemplarisch
gezeigt ist der Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von 4-Aminobenzamid-
oxim (s. Abbildung 2.22).

2.3.5.2 Einfluss des pH-Wertes auf die enzymatische Reduktion

Der Einfluss des pH-Wertes auf die Reduktion para-substituierter Benzamidoxime
wurde exemplarisch unter Verwendung der äußeren mitochondrialen Membranfrakti-
on der Schweineleber als Enzymquelle untersucht. Für entsprechende Biotransforma-
tionsstudien wurde ein pH-Optimum im leicht Sauren bei etwa pH 6 ermittelt. Daher
wurde bei allen Inkubationen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wurden,
Puffer mit einem pH-Wert von 6,0 verwendet. In Abbildung 2.23 ist die Abhängig-
keit der Reduktion von 4-Nitrobenzamidoxim vom pH-Wert des Inkubationsansatzes
dargestellt. Auch bei physiologischen pH-Werten treten umfangreiche Umsetzungen
auf.
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Abbildung 2.22: Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von 4-Amino-
benzamidoxim durch die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweine-
leber

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.2.1 beschrieben.
Inkubiert wurden Parallelansätze, die doppelt vermessen wurden. Die Reduktion verlief über 25 min
zeitlinear (R2 = 0,9925).
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Abbildung 2.23: Einfluss des pH-Wertes auf die Reduktion von 4-Nitrobenzamid-
oxim durch die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.2.2 beschrieben.
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei Inkubationsansätzen, die parallel
inkubiert und jeweils doppelt vermessen wurden.
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Substituent V max
[a] KM (mM)

CH3 353 ± 31[c] 0, 100 ± 0, 017[c]

CF3 256 ± 18[b] 0, 157 ± 0, 040[b]

Cl 220 ± 20 0, 087 ± 0, 017

Br 246 ± 17[b] 0, 066 ± 0, 009[b]

OCH3 237 ± 10[b] 0, 083 ± 0, 017[b]

H 208 ± 24[b] 0, 066 ± 0, 016[b]

NH2 252 ± 31[c] 0, 073 ± 0, 004[c]

CN 240 ± 12[b] 0, 240 ± 0, 051[b]

OH 232 ± 28[b] 0, 098 ± 0, 007[b]

NO2 166 ± 3[c] 0, 258 ± 0, 036[c]

Tabelle 2.3: Enzymkinetische Parameter der Reduktion para-substituierter Benz-
amidoxime durch die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 2.2.5.2.3 beschrieben.
Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich um Mittelwerte ± Standardabweichungen aus sechs
Bestimmungen.
[a] Vmax (nmol/(min × mg Protein)), [b] Mittelwerte ± Standardabweichungen aus fünf Bestim-
mungen, da ein Ausreißer nach Nalimov vorlag (Streck, 2004), [c] Mittelwert ± Standardabweichung
aus vier Bestimmungen, da zwei Ausreißer nach Nalimov vorlagen (Streck, 2004).

2.3.5.3 Einfluss der Substratkonzentration auf die enzymatische Reduktion und
Bestimmung der kinetischen Parameter

Die Inkubation aller para-substituierten Benzamidoxime, die im Rahmen dieser Arbeit
untersucht wurden, mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion der Schwei-
neleber führte zur Bildung der entsprechenden Benzamidin-Metabolite, welche mit-
tels HPLC-Analytik detektiert und quantifiziert wurden. Die enzymatische Reduk-
tion aller Verbindungen war abhängig von der Substratkonzentration und folgte ei-
ner Michaelis-Menten-Kinetik. Die enzymkinetischen Parameter KM und Vmax wur-
den mittels SigmaPlot ermittelt (s. Tabelle 2.3). Der höchste Vmax-Wert wurde für
4-Methylbenzamidoxim und der geringste Vmax-Wert für 4-Nitrobenzamidoxim er-
halten (s. Abbildung 2.24). Abbildung 2.25 zeigt einen Vergleich der Substratabhän-
gigkeiten von 4-Methylbenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidoxim und Benzamidoxim.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.24: Vmax-Werte der Reduktion para-substituierter Benzamidoxime
durch die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber

Vmax-Werte wurden mittels SigmaPlot ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichun-
gen aus mindestens fünf Bestimmungen (sechs Bestimmungen wurden durchgeführt, Ausreißer nach
Nalimov wurden nicht berücksichtigt, s. Tabelle 2.3). Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze
und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 2.2.5.2.3 beschrieben.
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2.3 Ergebnisse

Abbildung 2.25: Einfluss der Substratkonzentration auf die Reduktion von Benz-
amidoxim, 4-Methylbenzamidoxim und 4-Nitrobenzamidoxim durch die äußere
mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 2.2.5.2.3 be-
schrieben. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen von je einem Inkubationsansatz,
der doppelt per HPLC vermessen wurde.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

2.3.6 Charakterisierung der elektrochemischen Reduktion von
Benzamidoxim

Der Einfluss des Substituenten in para-Position von Benzamidoxim auf die elektro-
chemische Reduktion sollte durch Bestimmung der Redoxpotentiale untersucht und
mit den Ergebnissen der enzymatischen Reduktion verglichen werden. In Vorversu-
chen wurde zunächst die elektrochemische Reduktion der unsubstituierten Verbindung
(Benzamidoxim) näher charakterisiert.

2.3.6.1 Cyclische Voltammetrie

Das Cyclische Voltammogramm von Benzamidoxim in Abbildung 2.26 zeigt zwei ir-
reversible Reduktionen bei -1,2 V und -1,4 V (alle Potentiale in dieser Arbeit sind
gegenüber der Normalwasserstoffelektrode (NHE) angegeben). Um diese Potentiale,
welche weit im negativen Spannungsbereich liegen, detektieren zu können, musste eine
Quecksilber Arbeitselektrode verwendet werden. Bei Arbeitselektroden aus anderen
Materialen wie Platin oder Glaskohlenstoff würde die Entwicklung von Wasserstoff
in diesen Potentialbereichen stören, während Quecksilber eine besonders hohe Über-
spannung für die Protonenreduktion aufweist (Bard und Faulkner, 2000).

2.3.6.2 Differentielle Puls-Voltammetrie

Die Analyse von Benzamidoxim mittels Differentieller Puls-Voltammetrie lieferte eben-
so wie die Cyclische Voltammetrie zwei Reduktionssignale im weit negativen Potential-
bereich. Eine Erhöhung der Benzamidoxim-Konzentration führte zu einem Anstieg des
kathodischen Stromflusses (s. Abbildung 2.27) und bestätigte somit, dass die detek-
tierten Signale durch die Reduktion von Benzamidoxim bedingt sind.
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2.3 Ergebnisse

Abbildung 2.26: Cyclisches Voltammogramm der Reduktion von Benzamidoxim

Dargestellt ist die Reduktion von 5,5 mM Benzamidoxim in 500 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0
bei einer Scangeschwindigkeit von 100 mV s−1.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.27: Differentielles Puls-Voltammogramm der Reduktion von Benz-
amidoxim

Dargestellt ist die Reduktion von Benzamidoximlösungen unterschiedlicher Konzentration in 500 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 6,0.
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Abbildung 2.28: Repräsentativer Ausschnitt des HPLC-Chromatogramms nach
Elektrolyse von Benzamidoxim zur Überprüfung der Identität des Reduktions-
produktes

Die Bedingungen der Elektrolyse sowie die HPLC-Methode sind in Kapitel 2.2.7 beschrieben. Nach
Elektrolysedauern zwischen 0 und 45 min wurden Proben gezogen und per HPLC analysiert. Reten-
tionszeiten: Benzamidin 10,9 min, Benzamidoxim 11,7 min.

2.3.6.3 Elektrolyse

In der Cyclischen Voltammetrie zeigte Benzamidoxim zwei irreversible Reduktionen
bei -1,2 V und -1,4 V. Um zu überprüfen, ob es sich hierbei um die Reduktion zu Benz-
amidin handelt, wurde Benzamidoxim bei -1,2 V elektrolysiert. Nach unterschiedlichen
Zeitpunkten wurde dem Reaktionsansatz eine Probe entnommen und die Identität des
Reduktionsproduktes mittels HPLC überprüft.
Im Verlauf der Elektrolyse wurde ein neues Signal detektiert, das per HPLC-Ver-

gleichsmessung tatsächlich dem Reaktionsprodukt Benzamidin zugeordnet werden
konnte. Die Fläche dieses Signals nahm mit steigender Dauer der Elektrolyse zu (s.
Abbildung 2.28). Somit wurde bestätigt, dass es sich bei -1,2 V um die Reduktion von
Benzamidoxim zu Benzamidin handelt.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Bei einer Retentionszeit von 3,9 min wurde ein weiteres Signal detektiert, dessen
Fläche mit steigender Dauer der Elektrolyse zunahm. Dieses erschien auch bei der zur
Kontrolle durchgeführten Elektrolyse einer reinen Pufferlösung im Chromatogramm
(s. Abbildungen 2.29 und 2.30). Benzamidoximlösungen, die nicht zur Elektrolyse in
die elektrochemische Zelle überführt, sondern sofort per HPLC vermessen wurden,
zeigten dieses Signal nicht. Daher wurde davon ausgegangen, dass es sich hierbei um
eine Nebenreaktion der zur Elektrolyse verwendeten Pufferlösung und nicht um ein
weiteres Reduktionsprodukt von Benzamidoxim handelt.
Anhand von Benzamidoxim konnte somit gezeigt werden, dass die Reduktion der

Amidoximfunktion in zwei Schritten erfolgt, wobei bei -1,2 V Benzamidoxim zu Benz-
amidin reduziert wird. Bei -1,4 V könnte durch weitere Reduktion eine instabile Ver-
bindung, möglicherweise ein Diamin, gebildet werden. Diese könnte nachfolgend zer-
setzt werden, was eine Erklärung für die Irreversibilität der beobachteten Reduktionen
liefert.
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Abbildung 2.29: HPLC-Chromatogramm nach Elektrolyse von Benzamidoxim zur
Analyse des Peaks bei 3,9 min (A)

Die Bedingungen der Elektrolyse sowie die HPLC-Methode sind in Kapitel 2.2.7 beschrieben. Nach
Elektrolysedauern zwischen 0 und 45 min wurden Proben gezogen und per HPLC analysiert.
Direkt: HPLC-Analyse ohne vorherigen Kontakt der Lösung mit der elektrochemischen Zelle.
(B) Vergrößerung des relevanten Ausschnitts des Chromatogramms (A)
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.30: HPLC-Chromatogramm nach Elektrolyse von Kaliumphosphat-
puffer zur Analyse des Peaks bei 3,9 min (C)

Die Bedingungen der Elektrolyse sowie die HPLC-Methode sind in Kapitel 2.2.7 beschrieben. Nach
Elektrolysedauern zwischen 0 und 45 min wurden Proben gezogen und per HPLC analysiert.
(D) Vergrößerung des relevanten Ausschnitts des Chromatogramms (C)
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Substituent E red1 (V) E red2 (V)

CN -0,81 -0,95
Br -0,97 -1,24
CF3 -0,99 -1,17
Cl -1,01 -1,26
CH3 -1,08 -1,44
H -1,09 -1,36
OCH3 -1,09 -1,42
NO2 -1,10 -1,35
NH2 -1,10 -1,36
OH -1,17 -1,49

Tabelle 2.4: Redoxpotentiale para-substituierter Benzamidoxime

Die Versuchsbedingungen sind in Kapitel 2.2.6 beschrieben. Alle Potentiale sind gegenüber NHE
angegeben.

2.3.7 Bestimmung der Redoxpotentiale para-substituierter
Benzamidoxime mittels Differentieller Puls-Voltammetrie

Für alle Verbindungen wurden mittels Differentieller Puls-Voltammetrie zwei Reduk-
tionssignale im Potentialbereich von etwa -0,8 V bis -1,5 V detektiert (s. Tabelle 2.4).
Für 4-Nitro- und 4-Aminobenzamidoxim wurden identische Redoxpotentiale er-

mittelt. Abweichend von den übrigen Verbindungen zeigte 4-Nitrobenzamidoxim im
Voltammogramm aber zusätzlich ein drittes Reduktionssignal bei etwa 0 V (s. Ab-
bildung 2.31). Vermutlich handelt es sich hierbei um die Reduktion der Nitro- zur
Aminogruppe. In elektrochemischen Experimenten mit 4-Nitrobenzamidoxim würde
somit bei Potentialen kleiner 0 V zuerst 4-Aminobenzamidoxim gebildet, was eine
Erklärung dafür liefert, dass für die elektronisch eigentlich stark verschiedenen Nitro-
und Aminoverbindungen identische Redoxpotentiale detektiert wurden.
Somit wurden für alle untersuchten para-substituierten Benzamidoxime zwei Signa-

le, bedingt durch die Reduktion der Amidoximfunktion, erhalten. Sowohl für E red1

als auch E red2 unterscheiden sich die Potentiale der unterschiedlich substituierten
Verbindungen um bis zu 500 mV, was einen deutlichen Hinweis auf den Einfluss des
Substituenten auf die elektrochemische Reduktion liefert.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.31: Differentielles Puls-Voltammogramm der Reduktion von
4-Nitrobenzamidoxim

Die Versuchsbedingungen sind in Kapitel 2.2.6 beschrieben.
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2.3.8 1H-NMR-Spektroskopie para-substituierter Benzamidoxime

Um zu überprüfen, ob die physikochemischen Eigenschaften der Amidoximfunktion
der untersuchten Benzamidoxim-Derivate durch den Substituenten in para-Position
beeinflusst werden, wurden zunächst die chemischen Verschiebungen (δ) der Oxim-
und Amin-Protonen mittels 1H-NMR-Spektroskopie in DMSO-d6 bestimmt (s. Kapi-
tel 2.2.8):

Substituent σ δ(NOH)
(ppm)

δ(NH2)
(ppm)

NH2 -0,57 9,16 5,49
OH -0,38 9,33 5,61
OCH3 -0,28 9,43 5,70
CH3 -0,14 9,50 5,72
H 0,00 9,60 5,78
Cl 0,24 9,71 5,85
Br 0,26 9,72 5,85
CF3 0,53 9,90 5,96
CN 0,70 10,01 5,99
NO2 0,81 10,12 6,05

Anschließend wurde mittels SigmaPlot eine Korrelationsanalyse zwischen den che-
mischen Verschiebungen und den Hammett-Konstanten (σ) der entsprechenden Sub-
stituenten nach March (1985) durchgeführt (Konfidenzintervalle, P = 0,95):

Zusammenhang R2

Amin-Protonen δ(NH2) = (0, 37 ± 0, 02)σ + (5, 76 ± 0, 01) 0,976 (n = 10)
Oxim-Protonen δ(NOH) = (0, 65 ± 0, 01)σ + (9, 57 ± 0, 01) 0,993 (n = 10)

Sowohl für die Oxim- als auch die Amin-Protonen wurden Regressionsgeraden mit
linearem Verlauf erhalten. Daher kann davon ausgegangen werden, dass ein Zusam-
menhang zwischen den physikochemischen Verhältnissen der Amidoximfunktion, re-
präsentiert durch die chemischen Verschiebungen, und den elektronischen Eigenschaf-
ten der Substituenten in para-Position, repräsentiert durch die Hammett-Konstanten,
besteht.
Die Regressionsgerade der Oxim-Protonen verläuft mit einer Steigung von 0,65 stei-

ler als die der Amin-Protonen mit einer Steigung von nur 0,37. Der Einfluss des
Substituenten ist somit bei den Oxim-Protonen stärker ausgeprägt als bei den Amin-
Protonen.

2.3.9 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen

Ziel der Arbeiten in diesem Kapitel war es, den Einfluss des Substituenten auf die
mARC-katalysierte enzymatische Reduktion und die elektrochemische Reduktion para-
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Enzym Zusammenhang R2

OMV log Vmax/KM = −(0, 48 ± 0, 11)σ + (3, 41 ± 0, 05) 0,611 (n = 9)[a]

mARC1 log Vmax/KM = −(0, 49 ± 0, 10)σ + (2, 59 ± 0, 04) 0,701 (n = 9)[a]

mARC2 ND

OMV log Vmax/KM = −(0, 50 ± 0, 07)σ + (0, 22 ± 0, 05)π 0,878 (n = 9)[a]

+(3, 38 ± 0, 03)

Tabelle 2.5: Einfluss des Substituenten auf die enzymatische Reduktion

Zur Korrelationsanalyse wurden die unter 2.3.4.3 und 2.3.5.3 bestimmten kinetischen Parameter
verwendet, wobei Ausreißer nach Nalimov für KM bzw. Vmax ausgeschlossen wurden. Konfidenzin-
tervalle, P = 0,95, ND = nicht detektierbar, [a] 4-Aminobenzamidoxim wurde nicht berücksichtigt.

substituierter Benzamidoxime zu untersuchen, beide Reduktionswege zu vergleichen
und mögliche Struktur-Aktivitäts-Beziehungen aufzuklären.
Hierfür wurden Korrelationsanalysen mittels SigmaPlot durchgeführt. Bei der en-

zymatischen Reduktion wurden die unter 2.3.4.3 und 2.3.5.3 ermittelten kinetischen
Parameter KM und Vmax und bei der elektrochemischen Reduktion die unter 2.3.7
bestimmten Redoxpotentiale als abhängige Variablen eingesetzt. Als unabhängige Va-
riablen wurden die Hammett-Konstanten (σ) nach March (1985), als Maß für die
elektronischen Eigenschaften der Substituenten, sowie die Hansch´schen Hydrophobie-
Konstanten (π), als Maß für den Beitrag des Substituenten zur Gesamtlipophilie des
Moleküls, verwendet (Hansch und Leo, 1979).

2.3.9.1 Einfluss des Substituenten auf die enzymatische Reduktion

Für die äußere mitochondriale Membranfraktion und das mARC1-haltige rekombinan-
te Enzymsystem konnte mittels Korrelationsanalyse eine Abhängigkeit des Parameters
log Vmax/KM von der Hammett-Konstante (σ) detektiert werden (s. Tabelle 2.5).
Die negativen Steigungen der erhaltenen Regressionsgeraden sagen aus, dass elektro-

nenschiebende Substituenten wie die Methylgruppe mit negativem σ die N -Reduktion
begünstigen und elektronenziehende Substituenten wie die Nitrogruppe mit positivem
σ diese erschweren. Mit Steigungen von nur 0,49 (mARC1) bzw. 0,48 (OMV) scheint
diese Beeinflussung jedoch relativ schwach zu sein, wofür auch die geringen R2-Werte
von nur 0,701 (mARC1) bzw. 0,611 (OMV) sprechen. In beiden Fällen wurde die
Aminoverbindung von der Korrelationsanalyse ausgeschlossen, da sie abweichendes
Verhalten bei der N -Reduktion zeigte. Für mARC2 konnte mittels Korrelationsana-
lyse kein Zusammenhang zwischen den enzymkinetischen Parametern und Hammett-
Konstanten detektiert werden.
Für keine der verwendeten Enzymquellen wurde mittels linearer Regressionsanalyse

eine Abhängigkeit des Parameters log Vmax/KM von der Hydrophobie-Konstante
nach Hansch detektiert.
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Zusammenhang R2

E red1 = (0, 26 ± 0, 04)σ − (1, 06 ± 0, 02) 0,845 (n = 8)[a]

E red2 = (0, 44 ± 0, 04)σ − (1, 34 ± 0, 02) 0,929 (n = 8)[a]

Tabelle 2.6: Einfluss des Substituenten auf die elektrochemische Reduktion

Zur Korrelationsanalyse wurden die unter 2.3.7 bestimmten Redoxpotentiale verwendet. Konfidenzin-
tervalle, P = 0,95, [a] 4-Nitrobenzamidoxim und 4-Aminobenzamidoxim wurden nicht berücksichtigt.

Die Erweiterung von der linearen zur multiplen linearen Regressionsanalyse lieferte
für die OMV, wiederum unter Ausschluss der Aminoverbindung, eine Abhängigkeit
des Parameters log Vmax/KM von Hammett- und Hansch-Konstante. Diese sagt aus,
dass elektronenschiebende Substituenten mit negativem σ und lipophile Substituenten
mit positivem π die N -Reduktion begünstigen. Das Bestimmtheitsmaß liegt mit 0,878
höher als bei der zuvor beschriebenen Abhängigkeit des Parameters log Vmax/KM
von der Hammett-Konstante. Die Kombination mehrerer physikochemischer Parame-
ter der Substituenten scheint somit eher geeignet, Unterschiede in der Reduktion zu
erklären, als die Betrachtung nur einer Eigenschaft wie der elektronischen Verhältnis-
se.

2.3.9.2 Einfluss des Substituenten auf die elektrochemische Reduktion

Die elektrochemische Reduktion der para-substituierten Benzamidoxime, charakteri-
siert durch die mittels Differentieller Puls-Voltammetrie bestimmten Redoxpotentiale,
zeigte eine lineare Abhängigkeit von den elektronischen Eigenschaften der Substitu-
enten, repräsentiert durch die Hammett-Konstante (σ) (s. Tabelle 2.6).
Wie unter 2.3.7 beschrieben, verlief die elektrochemische Reduktion in zwei Stufen,

so dass für jede Verbindung zwei Redoxpotentiale ermittelt wurden. Für beide Reduk-
tionsschritte wurde eine Regressionsgerade mit linearem Verlauf erhalten (R2 = 0,845
für E red1 bzw. R2 = 0,929 für E red2). Die positive Steigung beider Geraden sagt aus,
dass elektronenziehende Substituenten mit positivem σ die Aufnahme von Elektronen
und somit die Reduktion begünstigen.
4-Nitrobenzamidoxim musste von der Korrelationsanalyse ausgeschlossen werden,

da aufgrund der Reduktion der Nitrogruppe bei etwa 0 V keine Bestimmung des
Redoxpotentials von 4-Nitrobenzamidoxim mittels Differentieller Puls-Voltammetrie
möglich war (s. Kapitel 2.3.7). Ebenso wurde 4-Aminobenzamidoxim nicht berück-
sichtigt, da die ermittelten Redoxpotentiale abweichendes Verhalten gegenüber den
Übrigen zeigten (s. Tabelle 2.4).
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2.4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Struktur-Aktivitäts-Beziehungen
der Reduktion N -hydroxylierter Verbindungen durch das humane, rekonstituierte re-
kombinante mARC-Enzymsystem bzw. durch die äußere mitochondriale Membran-
fraktion der Schweineleber untersucht. Neben der enzymatischen Reduktion wurden
die Redoxpotentiale der Verbindungen bestimmt, um die elektrochemische Reduktion
zu charakterisieren und erstmals beide Reduktionswege miteinander zu vergleichen.
Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der enzymatischen Reduktion ver-

schiedener para-substituierter Benzamidoxime nicht durch die elektronischen Eigen-
schaften der Substituenten oder deren Lipophilie bedingt sind. Im Unterschied dazu
konnte per Korrelationsanalyse eine Beeinflussung der elektrochemischen Reduktion
durch die elektronischen Eigenheiten des Substituenten ermittelt und somit ein Un-
terschied zwischen beiden Reduktionswegen aufgezeigt werden.
In vorherigen Studien von Karhan (2002) wurde bereits die Reduktion para-sub-

stituierter Benzamidoxime charakterisiert und der Einfluss des Substituenten ana-
lysiert, allerdings wurden hierbei Mikrosomen bzw. ein rekonstituiertes System, be-
stehend aus CYP2D, Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase, welche aus der
Schweineleber gereinigt wurden, als Enzymquellen eingesetzt. Anders als in Arbeiten
von Clement und Zimmermann (1988), welche eine Begünstigung der N -Oxidation
para-substituierter Benzamidine durch elektronenschiebende Substituenten im mikro-
somalen System beschreiben, zeigen die Ergebnisse von Karhan, dass Unterschiede in
der N -Reduktion para-substituierter Benzamidoxime durch Mikrosomen nicht durch
die elektronischen Eigenschaften der Substituenten zu erklären sind. Für das rekon-
stituierte System konnte Karhan eine Begünstigung der enzymatischen Umsetzung
durch elektronenschiebende Substituenten ermitteln.
Erst 2006 wurde mARC als dritte Komponente des N -reduktiven Enzymsystems

bestehend aus mARC, Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase identifiziert und
die Lokalisation in der äußeren mitochondrialen Membran gezeigt (Havemeyer et al.,
2006). Die rekombinante Herstellung aller drei Komponenten des Enzymsystems und
der Einsatz im rekonstituierten System bei in vitro Biotransformationsstudien wurde
seitdem etabliert (Wahl et al., 2010; Plitzko, 2010). Die erneute Charakterisierung der
Reduktion der von Karhan untersuchten Substrate, erweitert um 4-Aminobenzamid-
oxim, 4-Hydroxybenzamidoxim und 4-Trifluormethylbenzamidoxim, konnte somit im
Rahmen der vorliegenden Arbeit am optimierten Enzymsystem durchgeführt werden.
Alle untersuchten para-substituierten Benzamidoxime wurden sowohl durch die äu-

ßere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber als auch das humane mARC1-
bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem zu den korrespondierenden Benz-
amidinen umgesetzt, wobei alle Reduktionen einer Michaelis-Menten-Kinetik folgten.
Bei allen drei Enzymquellen wurden die höchsten Vmax-Werte für die Methyl- und
die geringsten für die Nitroverbindung detektiert. Hierbei unterschieden sich die Um-
setzungen beider Substrate bei Verwendung der äußeren mitochondrialen Membran-
fraktion nur um den Faktor 2, während beim rekombinanten Enzymsytem deutliche
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Unterschiede (Faktor 26 bei mARC1, Faktor 12 bei mARC2) vorlagen.
Für OMV und mARC1 lieferte die lineare Korrelationsanalyse eine Beziehung zwi-

schen log Vmax/KM und der Hammett-Konstante, welche aussagt, dass elektronen-
schiebende Substituenten die N -Reduktion begünstigen und elektronenziehende diese
erschweren. Die multiple lineare Regressionsanalyse erweiterte diese Aussage im Fal-
le der OMV dahingehend, dass neben den elektronenschiebenden Eigenschaften des
Substituenten auch eine hohe Lipophilie des Substituenten die Reduktion begünstigt.
Allerdings waren die Steigungen der erhaltenen Regressionsgeraden ebenso wie die

R2-Werte gering und deuten darauf hin, dass die detektierten Unterschiede in der
N -Reduktion der para-substituierten Benzamidoxime vermutlich nicht durch die elek-
tronischen Eigenschaften der Substituenten oder deren Lipophilie bedingt sind. Bei
der Entwicklung neuer Amidoxim-Prodrugs könnten diese Eigenschaften somit zumin-
destens hinsichtlich der Bioaktivierung vernachlässigt werden.
Von Cerdá et al. (1985) wurde am Beispiel von Ethandiamidoxim bereits die elektro-

chemische Reduktion der Amidoximfunktion beschrieben. Im Rahmen der vorliegen-
den Arbeit wurde diese erstmals anhand von Benzamidoxim sowohl mittels Cyclischer
Voltammetrie als auch Differentieller Puls-Voltammetrie analysiert, wobei mit beiden
Methoden zwei Reduktionsschritte detektiert wurden. Durch Elektrolyse mit nachfol-
gender HPLC-Analytik konnte gezeigt werden, dass es sich beim ersten Schritt um die
Reduktion der Amidoxim- zur Amidinfunktion handelt. Beim zweiten Schritt könnte
es sich um die Reduktion bis zum Diamin handeln, was durch weitere Experimente
zu klären ist und im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr untersucht werden konnte.
Anders als für die enzymatische Reduktion, konnte für die elektrochemische Re-

duktion der para-substituierten Benzamidoxime mittels Korrelationsanalyse ein ein-
deutiger Zusammenhang zwischen den Redoxpotentialen und Hammett-Konstanten
der Substituenten detektiert werden. Im Falle beider Reduktionsschritte begünstigten
elektronenziehende Substituenten die Elektronenaufnahme, während elektronenschie-
bende Substituenten diese erschwerten und entsprechend negativere Redoxpotentiale
bedingten.
Für alle untersuchten para-substituierten Benzamidoxime wurden Redoxpotentiale

im weit negativen Potentialbereich zwischen -0,81 V und -1,49 V ermittelt. Für die en-
zymatische Reduktion hatten Havemeyer et al. (2011) einen Mechanismus in Analogie
zur Nitratreduktase postuliert. Hierbei wird davon ausgegangen, dass NADH Elektro-
nen liefert und diese über die Cytochrom b5 Reduktase zunächst auf Cytochrom b5,
von dort auf den Molybdäncofaktor und anschließend auf das Substrat übertragen
werden. Daher waren für die para-substituierten Benzamidoxime als mARC-Substrate
Redoxpotentiale zu erwarten, die oberhalb des Potentials von -310 mV vs. NHE für
NADH liegen (Carlson und Miller, 1985).
Ein möglicher Grund für die Unterschiede zwischen enzymatischer und elektroche-

mischer Reduktion und die unerwartet negativen Potentiale ist, dass die Bedingungen
an der Oberfläche der Quecksilberelektrode bei der Untersuchung der elektrochemi-
schen Reduktion der Verbindungen in wässriger Lösung offenbar nicht die Bedingun-
gen der enzymatischen Reduktion widerspiegeln.
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2 para-substituierte Benzamidoxime

Abbildung 2.32: Koordinative Bindung zwischen MoIV im aktiven Zentrum von
mARC und Substrat

Aus dem hypothetischen Mechanismus der enzymatischen Reduktion nach Havemeyer et al. (2011)

Im enzymatischen System wird davon ausgegangen, dass eine koordinative Bindung
zwischen deprotoniertem Substrat und MoIV des Molybdäncofaktors im aktiven Zen-
trum von mARC gebildet wird (s. Abbildung 2.32) (Havemeyer et al., 2011; Giles
et al., 2014). Diese könnte die Reduktion stark begünstigen und erklären, warum für
die freien Substrate in Lösung Redoxpotentiale unterhalb von -310 mV detektiert wur-
den, obwohl NADH im enzymatischen System als Elektronendonor fungiert. Der Ein-
fluss der koordinativen Bindung scheint im Falle der enzymatischen Reduktion stärker
zu sein als der Einfluss der elektrochemischen Eigenschaften der Substituenten. Dies
könnte erklären, warum ein eindeutiger Zusammenhang zwischen elektrochemischer,
nicht aber enzymatischer Reduktion und den Hammett-Konstanten detektiert wurde.
Um die Unterschiede beider Reduktionswege detaillierter aufzuklären, sind weitere

Experimente nötig. So ist der Mechanismus der enzymatischen mARC-katalysierten
Reduktion bisher von hypothetischem Charakter, eine endgültige Beurteilung steht
noch aus. Die tatsächliche Bedeutung der koordinativen Bindung zwischen MoIV und
dem Substrat könnte durch Versuche mit MoIV-Modellverbindungen bestätigt werden.
Hierbei sollte getestet werden, ob eine entsprechende Modellverbindung Benzamid-
oxim zu Benzamidin reduzieren kann, obwohl die Modellverbindung ein positiveres
Redoxpotential als Benzamidoxim aufweist.
Es konnte gezeigt werden, dass Unterschiede in der enzymatischen Reduktion para-

substituierter Benzamidoxime vermutlich weder durch die elektronischen Eigenschaf-
ten der Substituenten noch deren Lipophilie bedingt sind. Allerdings wurden nur
zehn Verbindungen untersucht, welche sich lediglich in para-Position unterscheiden.
In weiteren Studien könnten meta-substituierte Derivate oder solche, die aliphatische
Ketten unterschiedlicher Länge aufweisen, eingesetzt werden, um beispielsweise auch
sterische Effekte zu testen.
Die Kristallstruktur von mARC ist bisher nicht aufgeklärt. Aufgrund erster Versu-

che wird derzeit vermutet, dass der Molybdäncofaktor an der Oberfläche des Proteins
vorliegt und somit auch für größere Substratmoleküle gut zugänglich sein müsste. So-
bald neue Erkentnisse über die Struktur von mARC vorliegen, sollten daher zusätz-
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lich 3D-QSAR-Analysen durchgeführt werden, um die rationale Entwicklung neuer
Amidoxim-Prodrugs zu optimieren.

2.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal seit der Identifizierung von mARC im Jahre
2006 Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der mARC-katalysierten Reduktion unter Ver-
wendung des optimierten, rekonstituierten rekombinanten Enzymsystem sowie der
OMV untersucht.
Es konnte gezeigt werden, dass weder die elektronischen Eigenschaften der Substi-

tuenten in para-Position des Modellsubstrates Benzamidoxim noch deren Lipophilie
für Unterschiede in der enzymatischen Reduktion verantwortlich sind. Somit können
diese Eigenschaften zumindest hinsichtlich der Bioaktivierung bei der Entwicklung
neuer Amidoxim-Prodrugs vernachlässigt werden.
Erstmals wurden die Redoxpotentiale para-substituierter Benzamidoxime bestimmt

und gezeigt, dass elektronenziehende Substituenten die elektrochemische Reduktion
zum korrespondierenden Benzamidin erleichtern, während elektronenschiebende Sub-
stituenten diese erschweren.
Die Gründe für Unterschiede der elektrochemischen und enzymatischen Reduktion

sollten in weiterführenden Studien näher untersucht werden, wobei hierbei insbeson-
dere die Rolle der koordinativen Bindung zwischen Molybdäncofaktor und Substrat
im enzymatischen System geprüft werden sollte.
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3 Bestimmung des Redoxpotentials von
mARC1

3.1 Einleitung

3.1.1 Methoden der Proteinelektrochemie

Erste Versuche zur Proteinelektrochemie wurden bereits 1930 an Quecksilbertropfelek-
troden durchgeführt (Heyrovský und Babička, 1930). Bei der Untersuchung wässriger
Lösungen, welche humanes Serum enthielten, wurde bei -1,6 V ein wellenförmiger
Anstieg des Stroms beobachtet, der nicht durch eine Reduktion der im Serum vorhan-
denen Metallkationen erklärt werden konnte. Durch Zugabe von Ammoniumionen ließ
sich dieser Effekt verstärken. Es konnte aufgeklärt werden, dass das im Serum enthal-
tene Albumin die elektrochemische Wasserstoffentwicklung katalysiert und so für das
Auftreten des zuvor unerklärlichen wellenförmigen Stromanstiegs verantwortlich war.
In den Anfängen der Proteinelektrochemie wurden zunächst Proteine, welche in der

elektrochemischen Zelle gelöst vorlagen, analysiert. 1962 wurde erstmals ein Modell
beschrieben, bei dem das Enzym zwischen zwei Membranen auf der Elektrodenoberflä-
che aufgebracht war (Clark und Lyons, 1962). Ausgehend von diesen Arbeiten wurden
später Biosensoren, etwa zur Bestimmung des Blutzuckerspiegels, entwickelt (Wang,
2008).
Betso et al. (1972) führten elektrochemische Studien mit Hämproteinen durch und

diskutierten den Einfluss der Adsorption von Proteinen an der Elektrodenoberflä-
che auf das elektrochemische Verhalten. 1977 konnte erstmals ein reversibler Elek-
tronentransfer zwischen Cytochrom c und einer Elektrode gezeigt werden. Yeh und
Kuwana (1977) detektierten mittels Cyclischer Voltammetrie und Differentieller Puls-
Voltammetrie eine diffusionskontrollierte, reversible Reaktion an einer Indiumoxid-
elektrode, während von Eddowes und Hill (1977) ein quasi-reversibler ein-Elektronen-
prozess in Anwesenheit von 4,4´-Bipyridin an einer Goldelektrode beschrieben wurde.
Fortan wurde in 4,4´-Bipyridin die erste Verbindung gesehen, die als Art Brücke
zwischen Elektrode und Protein fungieren kann, so die Orientierung des Proteins be-
einflusst und einen Elektronentransfer ermöglicht.
In Folge wurden verschiedene Verfahren entwickelt, um die Adsorption von Pro-

teinen auf Elektroden unterschiedlicher Materialen zu optimieren. Seitdem wurden
zahlreiche Proteine, welche einen oder auch mehrere Cofaktoren enthalten, mittels
direkter Proteinelektrochemie charakterisiert, wie etwa Myoglobin (King und Haw-
krodge, 1987) und Hämoglobin (Scheller et al., 2005) sowie Katalase, Sulfitoxidase
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oder Theophyllinoxidase (Ferapontova et al., 2005).
In den Jahren um 1970-1980 wurden in Russland von Berezin et al. erste Arbeiten

zur Bioelektrokatalyse, der Beschleunigung elektrochemischer Reaktionen in Anwe-
senheit von Enzymen, durchgeführt (Varfolomeev et al., 1977; Suprun et al., 2014).
Seitdem wurde die direkte Bioelektrokatalyse an zahlreichen Cofaktor-haltigen Enzy-
men, etwa der Häm-haltigen Meerrettichperoxidase (Ferapontova, 2004) oder Alko-
holdehydrogenase (Ikeda et al., 1993), beschrieben.
Von Bedeutung bei der direkten Proteinelektrochemie ist insbesondere die Stabi-

lität und Orientierung des Enzyms, welches an der Elektrodenoberfläche immobili-
siert vorliegt (Ferapontova, 2004). Kommt es zur Denaturierung des Proteins oder ist
die sterische Anordnung auf der Elektrode ungünstig, ist kein Elektronentransport
zwischen Elektrode und aktivem Zentrum des Enzyms möglich und es läuft keine
Bioelektrokatalyse ab.
Verschiedene Methoden zur Modifikation der Elektrodenoberfläche wurden entwi-

ckelt, um Einfluss auf die Orientierung des Proteins zu nehmen. Beispielsweise kön-
nen self-assembled monolayer (SAM) an Goldelektroden durch Chemisorption zwi-
schen der Thiolkomponente eines Alkanthiols und der Goldoberfläche aufgebaut wer-
den (Scheller et al., 2002). Diese werden auch als Membran-mimetische Systeme be-
zeichnet, da sie den Aufbau physiologischer Membranen und somit die natürliche
Umgebung membrangebundener Enzyme in physiologischen Systemen imitieren (Fe-
rapontova und Gorton, 2005). Durch Verwendung von Alkanthiolen, welche neben
der Thiolstruktur zusätzlich positiv oder negativ geladene funktionelle Gruppen auf-
weisen, kann die Wechselwirkung negativ bzw. positiv geladener Proteine mit der
Elektrodenoberfläche verstärkt werden.
Eine weitere Möglichkeit zur Modifikation der Elektrodenoberfläche stellen Carbon-

basierte Nanomaterialien wie Nanotubes oder Nanopartikel dar. Diese können adsor-
biert an der Elektrodenoberfläche oder eingebettet in einem Mehrkomponentenfilm
vorliegen. Durch Kombination der rigiden Strukturen der Nanopartikel und flexiblen
Strukturen der Proteine kann die Distanz des Elektronentransfers verringert und die
elektroaktive Oberfläche vergrößert werden (Opallo und Bilewicz, 2011).
Heutzutage werden sowohl Methoden der direkten als auch Mediator-vermittelten

Proteinelektrochemie genutzt, da beide Verfahren Vor- und Nachteile aufweisen (Bern-
hardt, 2011).
Bei der direkten Proteinelektrochemie wird das Protein als dünner Film an der Elek-

trodenoberfläche immobilisiert, während Substrat und Produkt einer enzymatischen
Reaktion in Lösung vorliegen und diffundieren können. Erfolgt ein Elektronentransfer
zwischen Elektrode, immobilisiertem Enzym und Substrat, so tritt ein katalytischer
Stromfluss auf und die kinetischen Parameter der Reaktion können kalkuliert wer-
den (Heering et al., 1998).
Die Mediator-vermittelte Proteinelektrochemie kann in verschiedene Kategorien un-

tergliedert werden. Enzym und Mediator können in Lösung vorliegen, das Enzym kann
immobilisiert sein, während der Mediator sich in Lösung befindet oder sowohl Enzym
als auch Mediator liegen immobilisiert an der Arbeitselektrode vor (Bernhardt, 2006).
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Als Mediatoren werden häufig verschiedene Benzo-, Naphto- oder Anthrachinone ein-
gesetzt (Meckstroth et al., 1981).
Die Mediator-vermittelte Proteinelektrochemie bietet sich insbesondere dann an,

wenn ein Protein keine ausreichende Stabilität zur Immobilisierung auf der Arbeits-
elektrode aufweist oder keine optimale Orientierung, welche den Elektronentransfer
zwischen Elektrode und Enzym ermöglicht, erzielt werden kann. Die experimentel-
le Durchführung ist insgesamt leichter zu bewerkstelligen, allerdings ist eine größere
Menge an Protein erforderlich und die theoretische Auswertung der Kinetik ist auf-
grund des Mediators als Zwischeninstanz komplex (Bernhardt, 2011).

3.1.2 Proteinelektrochemie an Molybdoenzymen sowie Cytochrom b5

und Cytochrom b5 Reduktase

An Molybdoenzymen wurden sowohl mittels direkter als auch Mediator-vermittelter
Proteinelektrochemie zahlreiche Studien durchgeführt (Bernhardt, 2011). Eine Über-
sicht der Redoxpotentiale der Xanthinoxidoreduktase, Aldehydoxidase, aber auch Sul-
fitoxidase und Nitratreduktase unterschiedlicher Spezies wurde von Hille (1996) er-
stellt. Folgende Tabelle bietet einen Überblick über die den Molybdäncofaktor betref-
fenden Potentiale (in mV):

Enzym MoVI/MoV MoV/MoIV

Xanthinoxidoreduktase (Buttermilch) -345 -315
Xanthinoxidoreduktase (Hühnerleber) -357 -337
Aldehydoxidase (Kaninchenleber) -359 -351
Sulfitoxidase (Hühnerleber) 38 -239
Nitratreduktase (Spinacia oleracea) 2 -6
Nitratreduktase (Chlorella vulgaris) 15 -25

Bei der Nitratreduktase handelt es sich um ein Molybdoenzym aus der Klasse der
Sulfitoxidase-Familie, welches hinsichtlich Struktur, Funktion und Regulation bereits
ausführlich charakterisiert wurde (Campbell, 1999). Im Rahmen der Katalyse erfolgt
ein Elektronentransfer, welcher mit der Reduktion bzw. Oxidation der innerhalb der
Proteinstruktur enthaltenen Cofaktoren FAD, Häm und Moco einhergeht.
Die Redoxpotentiale dieser prosthetischen Gruppen wurden zunächst anhand der as-

similatorischen Nitratreduktase aus Chlorella vulgaris bzw. Spinacia oleracea mittels
potentiometrischer Titration bestimmt, wobei eine Kombination aus Circulardichrois-
mus, Vis- und EPR-Spektroskopie sowie diverse Mediatoren verwendet wurden (Kay
et al., 1988, 1989). Für beide Enzyme wurden ähnliche Potentiale ermittelt, woraus ge-
schlossen wurde, dass in beiden Systemen die Umgebung der Cofaktoren vergleichbar
ist.
Von Campbell (1999) wurden die Ergebnisse mehrerer Studien (Barber et al., 1997;

Campbell, 1996; Hille, 1996; Ratnam et al., 1995, 1997; Solomonson und Barber,
1990; Trimboli et al., 1996) zur Bestimmung der Redoxpotentiale der Cofaktoren mit
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unterschiedlichen Methoden sowohl am Holoenzym als auch in proteolytischen bzw.
rekombinanten Fragmenten der Nitratreduktase folgendermaßen zusammengefasst:

• -270 bis -290 mV (FAD)

• -120 bis -175 mV (Häm)

• -25 bis +15 mV (Moco)

Elektronendonor für dieses System ist NADH mit einem Redoxpotential von -320 mV
und finaler Elektronenakzeptor Nitrat mit einem Potential von +420 mV. Die ermit-
telten Potentiale stehen somit in Einklang mit dem beschriebenen Elektronentransfer
von NADH zu FAD, zu Häm, zu Moco und schließlich zum Nitrat.
Versuche zur Bestimmung des Redoxpotentials von Cytochrom b5 wurden sowohl

mittels spektroelektrochemischer Titration als auch direkter Proteinelektrochemie
durchgeführt (Rivera et al., 1998). Hierbei wurde beobachtet, dass die direkte Protein-
elektrochemie an Oberflächen-modifizierten Elektroden Potentiale liefert, welche um
etwa 40-100 mV positiver sind als solche, welche mittels potentiometrischer Methoden
bestimmt wurden.
Beispielsweise wurde von Rivera et al. (1998) mittels spektroelektrochemischer Ti-

tration an rekombinantem Cytochrom b5 der äußeren mitochondrialen Membran der
Rattenleber ein Redoxpotential von -102 mV ermittelt. Das Potential des entsprechen-
den Hämdimethylesters betrug -36 mV. Bei Zugabe von Polylysin blieb das Potential
des Dimethylesters nahezu unverändert, während für das Potential des Cytochrom b5
ein positiver Shift detektiert wurde. Zur Erklärung der Differenz von 66 mV zwischen
den Redoxpotentialen des Cytochrom b5 und des Dimethylesters wurde angeführt,
dass nur im Falle des Cytochrom b5 eine Wechselwirkung zwischen positiv geladenem
Fe-Zentralatom und negativen Carbonsäurestrukturen im Häm besteht, welche eine
Stabilisierung und somit ein negativeres Redoxpotential bewirkt. Des Weiteren könnte
eine Wechselwirkung zwischen negativer Carboxylfunktion und positivem Polylysin,
welche nur im Falle des Cytochrom b5 nicht aber beim Dimethylester möglich ist, die
Unterschiede des Redoxpotentials von Cytochrom b5 in An- bzw. Abwesenheit von
Polylysin begründen.
Bei der Bestimmung des Redoxpotentials mittels Cyclischer Voltammetrie an Gold-

elektroden, welche mit β-Mercaptopropionat und Polylysin modifiziert waren, wurde
eine Abhängigkeit des Redoxpotentials von Cytochrom b5 von der Konzentration und
dem Molekulargewicht des Polylysins detektiert.
Ähnliche Studien wurden von Aono et al. (2010) an rekombinant hergestelltem,

humanen mikrosomalen Cytochrom b5 sowie diversen Mutanten durchgeführt. Hierbei
wurde eine Abhängigkeit des Potentials von Konformationsänderungen in der Tertiär-
struktur, kleineren Änderungen der Struktur oder Hydrophobizität in der Nähe des
Häms, beispielsweise durch Interaktion mit Polylysin, beschrieben.
Dies erklärt nicht nur, dass sich die Redoxpotentiale verschiedener Cytochrom b5

Proteine um bis zu 400 mV unterscheiden, sondern auch, dass je nach Methode teils
unterschiedliche Potentiale für ein und dasselbe Protein erhalten werden können.
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Von Iyanagi et al. (1974) wurde für NADH-Cytochrom b5 Reduktase der porcinen
Leber mittels potentiometrischer Titration ein Redoxpotential von -280 mV bei pH 7,5
bestimmt. Untersuchungen mittels direkter Proteinelektrochemie sind für dieses En-
zym in der Literatur bisher nicht beschrieben. Beispiele für FAD-haltige Enzyme, die
mittels direkter Proteinelektrochemie charakterisiert wurden, sind rekombinant her-
gestellte Flavin-Domänen der Nitratreduktase aus Chlorella vulgaris bzw. Spinacia
oleracea. Mittels Cyclischer Voltammetrie und Square-Wave Voltammetrie wurden je
nach Protein Potentiale im Bereich von -274 mV bis -175 mV detektiert (Trimboli
et al., 1996; Barber et al., 1997). Das Potential des FAD zeigt somit, ähnlich wie zu-
vor anhand des Cytochrom b5 beschrieben, eine Abhängigkeit von der Umgebung im
jeweiligen Protein.

3.1.3 Zielsetzung

Von Havemeyer et al. (2011) wurde ein hypothetischer Mechanismus der Reduktion
N -hydroxylierter Verbindungen durch das mARC-Enzymsystem in Anlehung an die
Nitratreduktase formuliert. Die Nitratreduktase besitzt innerhalb des Proteins eine
FAD-, Häm- und Moco-haltige Domäne, während das mARC-Enzymsystem aus drei
Komponenten, der FAD-haltigen Cytochrom b5 Reduktase, dem Häm-haltigen Cyto-
chrom b5 und dem Moco-haltigen mARC, besteht. In beiden Fällen wird postuliert,
dass NADH zwei Elektronen liefert, welche über FAD, Häm und Moco im Sinne ei-
ner Elektronentransportkette letztlich auf das Substrat übertragen werden (Campbell,
1999; Havemeyer et al., 2011).
In Kapitel 2 wurden bereits anhand verschiedener para-substituierter Benzamid-

oxime die Redoxpotentiale einiger mARC-Substrate bestimmt. Das Redoxverhalten
von Cytochrom b5- bzw. Cytochrom b5 Reduktase-Proteinen wurde bereits beschrie-
ben (Rivera et al., 1998; Aono et al., 2010; Iyanagi, 1977; Iyanagi und Anan, 1984).
Im Rahmen dieser Arbeit sollten nun exemplarisch an mARC1 erste Studien mittels

direkter Proteinelektrochemie zur Bestimmung des Redoxpotentials durchgeführt wer-
den. Anschließend sollte ermittelt werden, ob die Potentiale der drei Komponenten des
mARC-Enzymsystems sowie der mARC-Substrate in Einklang mit dem postulierten
Mechanismus der N -Reduktion stehen.

3.2 Methoden

3.2.1 Materialien und Geräte

Die Experimente zur Bestimmung des Redoxpotentials von mARC1 wurden in Koope-
ration mit dem Arbeitskreis Ferapontova (iNANO, Aarhus, Dänemark) durchgeführt.
Außer der untersuchten mARC1-Charge wurden mir freundlicherweise sämtliche be-
nötigte und im Folgenden aufgeführten Materialien und Geräte zur Benutzung zur
Verfügung gestellt. Multiwall carbon nanotubes (MWCNT) wurden von Nanocyl (Bel-
gien) bezogen.
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3.2.2 Proteinquelle

Die Gewinnung und Charakterisierung der eingesetzten mARC1-Charge wurde bereits
in Kapitel 2 beschrieben.

3.2.3 Modifikation der Elektroden

Zur Immobilisierung von mARC1 auf Graphitelektroden wurden diese zunächst zu-
geschnitten (SGL Carbon AG, Werk Ringsdorff, Bonn, Typ RW001, 3,05 mm Durch-
messer) und ihre Oberfläche mit Schmirgelpapier (Tufbak Durite, P600) poliert. Nach
Spülen mit entionisiertem Wasser wurden die Graphitstäbe in Teflonhalter einge-
setzt. 3 µl einer mARC1-Lösung (4 mg Protein/ml) in 100 mM Kaliumphosphatpuffer
(pH 5,0; 6,0; 7,4 bzw. 8,0, je nach Experiment) wurden auf die Elektrode aufgetra-
gen. Anschließend wurden diese mit einer Plastikkappe abgedeckt und über Nacht
im Kühlschrank aufbewahrt. Unmittelbar vor dem jeweiligen Experiment wurden die
Elektroden vorsichtig mit 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 5,0; 6,0; 7,4 bzw. 8,0,
je nach Experiment) gespült und in die elektrochemische Zelle eingesetzt. Zur Durch-
führung aller Versuche wurden jeweils drei Elektroden unter identischen Bedingungen
vorbereitet.
Zur Modifikation der Elektrode mit MWCNT wurden zwei 1,5 µl Tropfen einer

Suspension von MWCNT in DMF (1 bzw. 2 mg/ml) auf die frisch polierte Elektro-
denoberfläche gegeben. Nach Verdampfen des Lösungsmittels wurde die Proteinlösung
wie bereits beschrieben aufgetragen.

3.2.4 Elektrochemische Messungen

Für alle Messungen per Cyclischer Voltammetrie oder Differentieller Puls-Voltammetrie
wurde eine elektrochemische Zelle mit Drei-Elektroden-Anordnung verwendet. Neben
der mARC1 beschichteten Graphitelektrode wurde eine Ag/AgCl Referenzelektrode
(3 M KCl, +210 mV vs. NHE) sowie ein Platindraht als Gegenelektrode genutzt.
Die elektrochemische Zelle war mit einem µAUTOLAB Typ III Potentiostaten (Eco
Chemie B.V., Niederlande), ausgestattet mit GPES 4.9 Software, verbunden.
Alle Experimente erfolgten bei Raumtemperatur unter Argon. Versuche zur Cycli-

schen Voltammetrie wurden jeweils bei Scangeschwindigkeiten von 5, 10, 50, 100, 200,
300 und 400 mV s−1 durchgeführt. Im Anschluss an die Messungen der mARC1 be-
schichteten Elektroden wurde 1,2 mM Benzamidoxim zugegeben und das Experiment
wiederholt.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Cyclische Voltammetrie

Das Redoxverhalten von rekombinant hergestelltem mARC1 sollte zunächst mittels
Cyclischer Voltammetrie charakterisiert werden. Entsprechend des von Havemeyer
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et al. (2011) postulierten hypothetischen Mechanismuses der N -Reduktion im mARC-
Enzymsystem wurde davon ausgegangen, dass das Zentralatom im Molybdäncofaktor
des rekombinanten mARC1 in der Oxidationsstufe +VI vorliegt.

Im enzymatischen System liefert NADH zwei Elektronen, welche von der Cyto-
chrom b5 Reduktase auf Cytochrom b5 und anschließend auf den Molybdäncofaktor
übertragen werden. Die Oxidationsstufe des Molybdäns wird somit von +VI auf +IV
erniedrigt. Im elektrochemischen Experiment mit mARC1 beschichteten Graphitelek-
troden wurde daher das angelegte Potential zunächst erniedrigt, um eine Reduktion
zu erzielen und anschließend erhöht, um das Molybdän wieder zu oxidieren.

Die Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen exemplarisch das Verhalten von mARC1, immo-
bilisiert auf Graphitelektroden, bei pH 5,0 und Scangeschwindigkeiten von 100 bzw.
400 mV s−1. Während der Oxidationspeak im Cyclischen Voltammogramm deutlich
zu erkennen ist, war der kathodische Peak in allen Experimenten schwächer ausge-
prägt und teils nicht detektierbar. Mithilfe der Basislinien korrigierten Darstellung
der Voltammogramme ((B) in Abbildung 3.1 und 3.2) wurde die Oberflächenbede-
ckung an elektrochemisch aktivem Protein (τ) entsprechend des Faraday´schen Ge-
setzes bestimmt (Rücker et al., 2008). Mit etwa 1 pmol mARC1 lag jeweils nur ein
sehr geringer Teil des aufgetragenen Proteins elektrochemisch aktiv und an der Elek-
trodenoberfläche immobilisiert vor, was die schwachen Signale im elektrochemischen
Experiment erklärt.

Durch Vorbehandlung der Elektrode mit multiwall carbon nanotubes (MWCNT)
wurde versucht, die Wechselwirkung zwischen Elektrode und Protein zu erhöhen und
so das Signal zu verstärken. Hierbei wurden keine Unterschiede zwischen MWCNT-
behandelter Elektrode und der reinen Graphitelektrode detektiert (Daten nicht ge-
zeigt).

Jeweils nach Analyse der mARC1 beschichteten Graphitelektroden wurde das Mo-
dellsubstrat Benzamidoxim zugegeben und die Messung wiederholt. In Kaliumphos-
phatpuffer mit pH-Werten zwischen 5 und 8 und bei Scangeschwindigkeiten zwischen 5
und 400 mV s−1 wurde kein katalytischer Stromfluss im Sinne einer Bioelektrokatalyse
detektiert (Daten nicht gezeigt).

n =
62, 5 mV

width0.5anodic
+

62, 5 mV

width0.5cathodic
(3.1)

Mithilfe der Laviron-Gleichung, welche letztlich einen Zusammenhang zwischen den
Peakbreiten in halber Höhe des anodischen und kathodischen Scans (width0.5anodic)
bzw. (width0.5cathodic) und der Anzahl der beteiligten Elektronen (n) beschreibt (s. Glei-
chung (3.1)), wurde ermittelt, dass es sich bei den in Abbildung 3.1 und 3.2 gezeigten
Prozessen um die Übertragung zweier Elektronen handelt (s. Tabelle 3.1) (Laviron,
1979). Dies steht in Einklang mit der Vermutung, dass die Oxidationsstufe des Molyb-
däns im elektrochemischen Experiment ebenso wie im enzymatischen System zwischen
+VI und +IV variiert.

89



3 Redoxpotential von mARC1

Abbildung 3.1: Cyclisches Voltammogramm einer mARC1 beschichteten Gra-
phitelektrode in Kaliumphosphatpuffer pH 5,0 bei einer Scangeschwindigkeit von
400 mV s−1 (A)

Die Modifikation der Elektrode sowie die Messbedingungen sind unter 3.2.3 bzw. 3.2.4 beschrieben.
(B) Basislinien subtrahierte Darstellung von (A). τ = elektrochemisch aktives Protein
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Abbildung 3.2: Cyclisches Voltammogramm einer mARC1 beschichteten Gra-
phitelektrode in Kaliumphosphatpuffer pH 5,0 bei einer Scangeschwindigkeit von
100 mV s−1 (A)

Die Modifikation der Elektrode sowie die Messbedingungen sind unter 3.2.3 bzw. 3.2.4 beschrieben.
(B) Basislinien subtrahierte Darstellung von (A). τ = elektrochemisch aktives Protein
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3 Redoxpotential von mARC1

pH n

5,0 2,00 ± 0,14
6,0 2,07 ± 0,12
7,4 2,06 ± 0,18
8,0 kathodischer Peak ND

Tabelle 3.1: Ermittlung der Anzahl der beteiligten Elektronen (n) anhand der
Laviron-Gleichung

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus drei unabhängigen Versuchen. ND: nicht
detektierbar

pH E1/2 (mV)

5,0 -216 ± 1[a]

6,0 -257 ± 3
7,4 -335 ± 2
8,0 -380 ± 1[a]

Tabelle 3.2: Redoxpotential von mARC1 in Abhängigkeit vom pH-Wert

Die Versuchsdurchführung ist unter 3.2.4 beschrieben. E1/2 = (E red + Eox)/2. Dargestellt sind Mit-
telwerte ± Standardabweichungen aus je drei Experimenten. [a] Mittelwert ± Standardabweichung
aus nur zwei Experimenten, da E red in einem Fall nicht detektierbar war.

3.3.2 Differentielle Puls-Voltammetrie

Das Redoxpotential von mARC1 in Abhängigkeit des pH-Werts wurde mittels Diffe-
rentieller Puls-Voltammetrie bestimmt (s. Tabelle 3.2). Abbildung 3.3 zeigt, dass so-
wohl die Oxidation beim anodischen Scan als auch die Reduktion beim kathodischen
Scan im Sauren leichter bzw. bei positiverem Potential als im Alkalischen erfolgt. Der
Prozess der Aufnahme und Abgabe von Elektronen durch das Molybdän im aktiven
Zentrum von mARC scheint somit Protonen-gekoppelt abzulaufen. Ausgehend von
der allgemeinen Form der Nernst-Gleichung kann folgender Zusammenhang abgelei-
tet werden (Rücker et al., 2008):

∆E1/2

∆pH
= −0, 059

n
× p (3.2)

Um die Anzahl der beteiligten Protonen zu ermitteln, wurden die Peakpotentia-
le des anodischen (E ox) bzw. kathodischen Scans (E red) der Differentiellen Puls-
Voltammetrie gegen den pH-Wert aufgetragen (s. Abbildung 3.4). Es wurden zwei
Geraden mit linearem Verlauf und Steigungen von -56 mV (kathodischer Scan) bzw.
-54 mV (anodischer Scan) erhalten. Entsprechend der Nernst-Gleichung ist bei einer
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3.3 Ergebnisse

Abbildung 3.3: pH-Abhängigkeit der Oxidation (A) bzw. Reduktion (B)
von mARC1, immobilisiert auf Graphitelektroden, im Differentiellen Puls-
Voltammogramm

Die Modifikation der Elektrode sowie die Messbedingungen sind unter 3.2.3 bzw. 3.2.4 beschrieben.
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3 Redoxpotential von mARC1

Abbildung 3.4: Einfluss des pH-Werts auf die Oxidation bzw. Reduktion von
mARC1, immobilisiert auf Graphitelektroden

Zur Korrelationsanalyse wurden die mittels Differentieller Puls-Voltammetrie ermittelten Peakpo-
tentiale verwendet (s. 3.2.4). Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus drei unab-
hängigen Experimenten.
Anodischer Scan: Eox = -0,054 pH + 0,041, R2 = 0,989;
Kathodischer Scan: E red = -0,056 pH + 0,087, R2 = 0,991

Steigung von -59 mV die Anzahl der beteiligten Elektronen (n) gleich der der betei-
ligten Protonen (p) (s. Gleichung (3.2)). Die detektierten Steigungswerte liegen nahe
dem Idealwert von -59 mV. Mithilfe der Laviron-Gleichung wurde unter 3.3.1 ermit-
telt, dass zwei Elektronen übertragen werden. Somit ergibt sich, dass insgesamt zwei
Elektronen und zwei Protonen am Prozess beteiligt sind und es sich vermutlich um
den Übergang zwischen MoVI und MoIV im aktiven Zentrum von mARC1 handelt.
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3.4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Versuche zur direkten Proteinelektroche-
mie an humanem mARC1 mittels Cyclischer Voltammetrie und Differentieller Puls-
Voltammetrie durchgeführt. Es konnte ein Redoxpotential von -335 mV vs. NHE bei
pH 7,4 detektiert und dessen pH-Abhängigkeit ebenso wie die Beteiligung zweier Elek-
tronen und Protonen gezeigt werden.
Das ermittelte Potential liegt etwa im Bereich der Redoxpotentiale, welche von Hille

(1996) für verschiedene Molybdoenzyme der Xanthinoxidase-Familie angeführt wur-
den. Für mARC wurde eine Zugehörigkeit zur Sulfitoxidase-Familie beschrieben (Ha-
vemeyer et al., 2011). Vertreter dieser Klasse zeigen insgesamt positivere Redoxpoten-
tiale als die zuvor genannten Mitglieder der Xanthinoxidase-Familie (Hille, 1996). Al-
lerdings wurde für die Sulfitoxidase aus Hühnerleber für das Redoxpaar MoV/MoIV ein
Potential von -239 mV bei pH 7,0 angegeben, welches dem für mARC1 bestimmten Po-
tential, sowie denen der Mitglieder der Xanthinoxidase-Familie näher kommt (Spence
et al., 1991).
In der Übersicht von Hille (1996) sind jeweils die Potentiale für die Redoxpaare

MoVI/MoV und MoV/MoIV angegeben. Für mARC1 wurde sowohl mittels Cyclischer
Voltammetrie als auch Differentieller Puls-Voltammetrie nur ein Signal der Oxidation
bzw. Reduktion detektiert. Mithilfe der Laviron- sowie der Nernst-Gleichung konnte
die Beteiligung zweier Elektronen und Protonen ermittelt werden. Hierbei könnte
es sich um den Übergang zwischen MoVI/MoIV handeln. Möglicherweise liegen die
Potentiale eng beieinander, wie auch im Falle anderer Molybdoenzyme, und es wurde
daher nur ein Signal für die Übertragung beider Elektronen erhalten.
Vergleicht man das für mARC1 ermittelte Redoxpotential mit den Potentialen der

Partner im enzymatischen N -reduktiven System, also NADH, Cytochrom b5 Redukta-
se, Cytochrom b5 und einer N -hydroxylierten Verbindung als mARC-Substrat, so liegt
es deutlich negativer als aufgrund des von Havemeyer et al. (2011) postulierten Mecha-
nismuses erwartet. Dieser wurde in Anlehnung an die Nitratreduktase aufgestellt und
geht davon aus, dass NADH zwei Elektronen liefert, welche über das FAD der Cyto-
chrom b5 Reduktase, das Häm des Cytochrom b5 und den Moco von mARC schließlich
auf eine N -hydroxylierte Verbindung übertragen werden. Im Falle der Nitratreduk-
tase steigen die Redoxpotentiale in der Reihenfolge des Elektronentransports, also
NADH, FAD, Häm, Moco und Nitrat an. Das für mARC1 bei physiologischem pH-
Wert bestimmte Potential beträgt -335 mV, während für den Elektronendonor NADH
ein Standardredoxpotential von -320 mV angegeben wird (Christen und Jaussi, 2005).
Diese Werte liegen so eng beieinander, dass ein Elektronentransport in Richtung des
positiveren Redoxpotentials nicht gegeben wäre, wofür auch die Potentiale des Häms
bzw. FADs innerhalb von Cytochrom b5 bzw. Cytochrom b5 Reduktase sprechen.
In Kapitel 2 dieser Arbeit wurden die Redoxpotentiale einiger mARC-Substrate

bestimmt, welche bei pH 6,0 zwischen -0,81 V und -1,49 V lagen und somit deutlich
negativer sind als das Potential des Elektronendonors NADH. Als mögliche Erklärung
wurde bereits angeführt, dass die postulierte koordinative Bindung zwischen Molyb-
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dän des Moco und Sauerstoff des Substrats, welche im enzymatischen System, nicht
aber bei der elektrochemischen Analyse besteht, die N -Reduktion begünstigen könnte.
Somit wäre die Verwendbarkeit der elektrochemisch bestimmten Redoxpotentiale der
Substrate für die Überprüfung des postulierten Mechanismuses der enzymatischen,
mARC-katalysierten Reduktion stark eingeschränkt.
Die Beteiligung zweier Elektronen am Redoxprozess, welcher für mARC1 mittels

direkter Proteinelektrochemie an Graphitelektroden untersucht wurde, sowie Redox-
potentiale anderer Molybdoenzyme, welche in einem ähnlichen Potentialbereich liegen,
sprechen dafür, dass es sich bei dem detektierten Potential von -335 mV bei pH 7,4
um das Redoxpotential von mARC1 handelt. Allerdings waren die Signale relativ
schwach und bei Zugabe des mARC-Modellsubstrates Benzamidoxim wurde kein ka-
talytischer Stromfluss im Sinne einer Bioelektrokatalyse detektiert. Des Weiteren liegt
das bestimmte Potential zu weit im negativen Spannungsbereich, als dass es sich mit
einem Elektronentransport von NADH über FAD, Häm und schließlich auf den Moco
in Einklang bringen ließe. Hierbei muß jedoch auch berücksichtigt werden, dass der
Prozess der Immobilisierung einen Einfluss auf das gemessene Potential haben kann.
Um letztlich den Beweis zu erbringen, dass es sich tatsächlich um das Redoxpotential
von mARC1 bzw. den Übergang von MoVI und MoIV innerhalb des Moco handelt,
sind somit weitere Studien nötig.
Anhand von rekombinanten mARC1-Proteinen mit unterschiedlicher Molybdän-

Sättigung sowie dem Apoprotein könnte untersucht werden, ob ein steigender Mo-
lybdän-Gehalt zu einem stärkeren Signal im Rahmen der Cyclischen Voltammetrie
bzw. Differentiellen Puls-Voltammetrie führt. Dies würde dafür sprechen, dass das Si-
gnal durch das Redoxpaar MoVI/MoIV und nicht durch andere redoxaktive Strukturen
innerhalb des Proteins hervorgerufen wird.
Andere Elektrodenmaterialien als Graphit sowie Oberflächen-modifizierte Elektro-

den könnten eingesetzt werden, um die Wechselwirkung zwischen Protein und Elek-
trode zu stärken und somit die Oberflächenbedeckung an elektrochemisch aktivem
Protein zu erhöhen. Außerdem könnte auf diese Weise Einfluss auf die Orientierung
von mARC an der Elektrodenoberfläche genommen werden. An Graphit erfolgt die
Adsorption des Proteins entsprechend einer Zufallsorientierung. Möglicherweise war
aufgrund der sterischen Anordnung von mARC zwar ein Elektronentransfer zwischen
Elektrode und Protein, nicht jedoch zwischen Protein und Substrat möglich, so dass in
Folge bei Zugabe von Benzamidoxim kein katalytischer Stromfluss detektiert wurde.
Ebenso könnten neben der direkten Proteinelektrochemie weitere Methoden wie die

Mediator-vermittelte Proteinelektrochemie oder aber spektroelektrochemische Titra-
tionen getestet werden und auch die Partnerproteine von mARC unter identischen
Bedingungen elektrochemisch charakterisiert werden.
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3.5 Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde erstmals humanes mARC1 mittels direkter Proteinelektroche-
mie an Graphitelektroden untersucht. Per Cyclischer Voltammetrie und Differentieller
Puls-Voltammetrie konnte ein pH-abhängiger Redoxprozess detektiert und über die
Laviron- und Nernst-Gleichung die Beteiligung zweier Elektronen und Protonen kalku-
liert werden. Es wurde ein Redoxpotential von -335 mV vs. NHE bei physiologischem
pH-Wert ermittelt, bei Zugabe des mARC-Substrates Benzamidoxim wurde allerdings
kein katalytischer Stromfluss detektiert.
Ausgehend von diesen Ergebnissen sollten weiterführende Studien durchgeführt wer-

den. Durch Variation der experimentellen Parameter sollte versucht werden, eine Bio-
elektrokatalyse zu ermöglichen und die kinetischen Parameter der Reaktion zu kalku-
lieren.
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4 Biotransformationsstudien
N-hydroxylierter Sulfonamide

4.1 Einleitung

4.1.1 Bedeutung von HNO-Donoren im Rahmen der Pharmakotherapie

Das Molekül HNO besteht zwar nur aus drei Atomen, zeigt jedoch komplexe che-
mische und pharmakologische Eigenschaften. Erste Studien zur Acidität von HNO
ergaben einen pKa-Wert von 4,7 (Grätzel et al., 1970). Später wurde von Bartberger
et al. (2002) und Shafirovich und Lymar (2002) beschrieben, dass es sich bei HNO
um eine schwache Säure mit einem pKa-Wert von 11,4 handelt. Folglich wird davon
ausgegangen, dass unter physiologischen pH-Bedingungen bevorzugt HNO vorliegt.
HNO dimerisiert unter Bildung von Hyposalpetriger Säure, welche zu Distickstoff-

monoxid und Wasser zersetzt wird (s. Abbildung 4.1) (Smith und Hein, 1960). Daher
ist HNO nicht lagerstabil und sowohl zur Untersuchung der chemischen und pharma-
kologischen Eigenschaften als auch im Rahmen der Pharmakotherapie müssen HNO-
Donoren verwendet werden. Diese können in verschiedene Klassen eingeteilt werden,
welche sich hinsichtlich ihrer chemischen Struktur und Freisetzungseigenschaften un-
terscheiden, sowie jeweils spezifische Einschränkungen in der Anwendbarkeit aufweisen
(s. Abbildung 4.2) (Irvine et al., 2008).
Am längsten bekannt und daher bereits ausführlich untersucht ist Angeli´s Salz

(Na2N2O3), welches bei physiologischem pH-Wert HNO sowie ein Äquivalent Nitrit
liefert (s. Abbildung 4.2 (1)) (Paolocci et al., 2007). Bei der Auswertung von Studien
mit Angeli´s Salz muss daher durch entsprechende Kontrollen stets geprüft werden,
ob ein Effekt tatsächlich durch HNO oder aber Nitrit vermittelt wird.
Cyanamid wird in einer Katalase-vermittelten Reaktion zu N -Hydroxycyanamid

umgesetzt, welches HNO, jedoch auch aus toxikologischer Sicht bedenkliches Cyanid
freisetzt (s. Abbildung 4.2 (2)). Cyanamid wird zur Pharmakotherapie im Rahmen der

Abbildung 4.1: Dimerisierung von HNO zu Hyposalpetriger Säure mit nach-
folgender Zersetzung zu Distickstoffmonoxid und Wasser nach Smith und Hein
(1960)
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4 N-hydroxylierte Sulfonamide

Abbildung 4.2: Übersicht der HNO-Donoren verschiedener Klassen und ihr Me-
chanismus der HNO-Freisetzung nach Paolocci et al. (2007)

(1) Angeli´s Salz, (2) Cyanamid, (3) Piloty´s acid, (4) Diazoniumdiolate (NONOate), (5) Acyloxy-
nitrosoverbindungen
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Alkoholabhängigkeit eingesetzt und ist in Europa, Kanada und Japan als Dipsan R©,
Abstem R©, Temposil R© bzw. Cyanamid Yoshitomi R© im Handel (Paolocci et al., 2007).
Piloty´s acid sowie entsprechende Derivate setzen HNO bevorzugt bei alkalischem

pH-Wert frei (s. Abbildung 4.2 (3)) (Bonner und Ko, 1992). Bei physiologischem
pH-Wert liegen einige Verbindungen dieser Klasse oxidiert vor und es kommt zur
Freisetzung von NO anstelle von HNO (Zamora et al., 1995). Daher wird die An-
wendbarkeit unter physiologischen Bedingungen teils kritisch betrachtet.
Diazoniumdiolate (NONOate), die ausgehend von primären Aminen hergestellt wer-

den, liefern bei physiologischem pH-Wert HNO, bei pH-Werten unterhalb von 7 wird
jedoch NO freigesetzt, was bei in vitro Studien berücksichtigt werden muß (s. Abbil-
dung 4.2 (4)). Als Nebenprodukte der HNO-Freisetzung werden Nitrosamine gebildet,
welche aufgrund der Toxizität die Anwendbarkeit von NONOaten in vivo limitie-
ren (Paolocci et al., 2007; Miranda et al., 2005).
Acyloxynitrosoverbindungen liefern durch spontane oder Esterase-katalysierte Hy-

drolyse HNO (s. Abbildung 4.2 (5)) (Paolocci et al., 2007; Sha et al., 2006).
Eine Vielzahl der durch HNO-vermittelten pharmakologischen Wirkungen ist in der

hohen Affinität zu Thiolgruppen, welche u.a. Bestandteile von Enzymen, Rezeptoren
oder Ionenkanälen sein können, begründet (Irvine et al., 2008). Für Cyanamid ist eine
Wechselwirkung mit Thiolstrukturen im aktiven Zentrum der Aldehyddehydrogenase
beschrieben, welche letztlich auch den Einsatz im Rahmen der Alkoholabhängigkeit
erklärt (Paolocci et al., 2007). Durch Interaktion mit Thiolen innerhalb von NMDA-
Rezeptoren, sowie dem kardialen (RyR1) bzw. skelettalen (RyR2) Ryanodin-Rezeptor
kann HNO deren Aktivität modifizieren und beeinflusst somit die kardiale Kontrak-
tilität, spielt aber auch im Nervensystem eine Rolle (Paolocci et al., 2007; Tocchetti
et al., 2007).
HNO scheint dabei nicht mit allen zellulären Thiolen gleichermaßen zu interagie-

ren. Diskutiert wird, dass HNO bevorzugt Wechselwirkungen mit Thiolaten gegenüber
Thiolen eingeht (Irvine et al., 2008). Des Weiteren scheinen membrangebundene Bio-
moleküle bevorzugt durch HNO beeinflusst zu werden, da hier die Konzentration an
Scavengern wie Glutathion geringer ist (Wink et al., 2003).
HNO wirkt als Vasodilatator und zeigt antithrombotische sowie antioxidative Ei-

genschaften. Außerdem beeinflusst es das Myokard und ruft hier positiv inotrope und
lusitrope Effekte hervor (Irvine et al., 2008). Diskutiert wird daher im Bereich der
Pharmakotherapie der Einsatz neuartiger HNO-Donoren vor allem zur Therapie kar-
diovaskulärer Erkrankungen. Des Weiteren scheint HNO protektive Eigenschaften auf
das Myokard auszuüben und die Gefahr von Reperfusionsverletzungen zu mindern.
Somit könnten HNO-Donoren auch zur Vorbehandlung bei geplanten Prozessen, wel-
che ischämische Ereignisse mit sich bringen, wie herzchirurgische Eingriffe oder eine
Angioplastie, genutzt werden (Irvine et al., 2008).
Die Kombinantion aus positiver Inotropie und Lusitropie sowie vasodilatierenden

Eigenschaften macht HNO-Donoren vor allem für die Therapie der Herzinsuffizienz
interessant (Paolocci et al., 2007). Bisher werden vor allem β-Agonisten und Phospho-
diesterase-3-Hemmstoffe zur Therapie der akuten Herzinsuffizienz eingesetzt, um po-
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sitiv inotrope und im Falle der Phosphodiesterase-3-Hemmstoffe auch vasodilatieren-
de Effekte hervorzurufen. Die Anwendung ist jedoch auf einen kurzen Zeitraum be-
grenzt und muss unter strenger Kontrolle erfolgen, da insbesondere die Therapie mit
Phosphodiesterase-3-Hemmstoffen mit starken Nebenwirkungen behaftet ist (Mutsch-
ler, 2012). Das organische Nitrat Glyceroltrinitrat wird aufgrund seiner vasodilatieren-
den Eigenschaften ebenfalls bei akuter Herzinsuffizienz eingesetzt (Mutschler, 2012).
Durch Gabe von HNO-Donoren, welche sowohl positiv inotrop als auch vasodilatie-
rend wirken, könnte somit die Therapie der Herzinsuffizienz optimiert und vereinfacht
werden.
Bereits seit 1990 wurde die vasodilatierende Wirkung von Angeli´s Salz eingehend

untersucht (Paolocci et al., 2007). Die Mechanismen, über welche HNO vasodilatierend
wirkt, sind bisher nicht endgültig geklärt. In vivo scheint HNO bevorzugt im venösen
System als Vasodilatator zu agieren (Paolocci et al., 2001). Folgende Mechanismen
werden zur Erklärung der vasodilatierenden Eigenschaften von HNO diskutiert: In
vitro konnte eine Aktivierung der löslichen Guanylatcyclase durch HNO und somit
Erhöhung der cGMP-Spiegel in Analogie zu NO-Donoren detektiert werden, während
dies in vivo nicht bestätigt wurde. Diskutiert wird, dass es in vitro zu einer Umwand-
lung von HNO zu NO kommen könnte (Irvine et al., 2008).
Beschrieben ist außerdem eine Relaxation der glatten Muskulatur bedingt durch

Interaktion von HNOmit Kv und KATP-Kanälen. Ungeklärt ist bisher, ob diese Effekte
auf einer Wechselwirkung von HNO mit Thiolstrukturen der Kanäle oder einer cGMP-
vermittelten Reaktion beruhen (Irvine et al., 2003, 2008).
Des Weiteren wird die Rolle des Neuropeptids CGRP diskutiert. Miranda et al.

(2005) konnten zeigen, dass HNO zu einer Erhöhung der Plasmaspiegel von CGRP in
Hunden führte. Vermittelt über eine Stimulation der endothelialen NO Freisetzung,
Erhöhung von cAMP in der glatten Gefäßmuskulatur sowie Aktivierung von Kalium-
Kanälen kam es folglich zur Vasodilatation (Brain und Grant, 2004). Allerdings sind
in vivo Studien mit Angeli´s Salz beschrieben, in denen der Antagonist CGRP8−37
die Vasodilatation nicht beeinträchtigte (Paolocci et al., 2001). Die Rolle von CGRP
bei der HNO-vermittelten Vasodilatation ist somit noch nicht abschließend geklärt.
Ähnlich wie für die Vasodilatation dargestellt, scheinen auch die Wirkungen von

HNO auf das Myokard über cGMP-unabhängige Wege abzulaufen. In isolierten Kar-
diomyocyten wurde gezeigt, dass die Interaktion von HNO mit Thiolen des skelettalen
(RyR1) sowie kardialen (RyR2) Ryanodin-Rezeptors die Freisetzung von Calcium aus
dem sarkoplasmatischen Retikulum begünstigt und so positiv inotrop wirkt (Tocchet-
ti et al., 2007). HNO scheint außerdem vermittelt über die sarkoplasmatische Ca2+-
ATPase (SERCA2a) die Aufnahme von Calcium aus dem Cytosol ins sarkoplasma-
tische Retikulum zu fördern und somit die Calciumsensitivität des Myofilaments zu
erhöhen (Dai et al., 2007).
Während NO liefernde Verbindungen bereits seit über 150 Jahren erfolgreich zur

Therapie kardialer Erkrankungen eingesetzt werden, befindet sich die Entwicklung von
HNO-Donoren noch im Anfangsstadium (Paolocci et al., 2007). Obwohl HNO und NO
sich nur um ein Wasserstoffatom unterscheiden, rufen sie im Organismus teils unter-

102



4.1 Einleitung

schiedliche Effekte hervor bzw. vermitteln diese über unterschiedliche Mechanismen,
welche von Irvine et al. (2008) gegenübergestellt wurden.
Im Rahmen von in vitro Studien konnte gezeigt werden, dass HNO ausgehend von

N ω-Hydroxy-L-arginin und katalysiert durch NO-Synthase gebildet wurde (Fukuto
et al., 2005). Eine direkte Reduktion von NO zu HNO wird unter physiologischen Be-
dingungen als unwahrscheinlich angesehen (Bartberger et al., 2002). Allerdings ist eine
entsprechende Reduktion enzymatisch katalysiert durch beispielsweise mitochondria-
les Cytochrom c, Xanthinoxidoreduktase oder Superoxiddismutase beschrieben (Fu-
kuto et al., 2005). Endogen wird NO ausgehend von L-Arginin und katalysiert durch
NO-Synthase gebildet, während für HNO bisher in vivo nicht abschließend geklärt ist,
ob eine endogene Bildung bzw. Reduktion von NO zu HNO abläuft.
Vorteile einer Pharmakotherapie mit HNO-Donoren anstelle von NO-Donoren wer-

den darin gesehen, dass geringe NO-Konzentrationen im Gefäßsystem cytoprotektive
Eigenschaften haben, höhere NO-Konzentrationen jedoch cytotoxische Effekte bedin-
gen können, während HNO-vermittelte Wirkungen selektiver und weniger konzentra-
tionsabhängig abzulaufen scheinen (Paolocci et al., 2007).
Während die Rolle von NO sowohl im Organismus als auch bei der Pharmakothera-

pie bereits weitestgehend aufgeklärt ist, bestehen im Falle von HNO noch zahlreiche
offene Fragen und die Entwicklung von HNO-Donoren befindet sich erst im Anfangs-
stadium. Die Firma Cardioxyl Pharmaceuticals hat anhand eines HNO-Donors der
ersten Generation bereits in einer Phase IIa Studie den Nachweis der Wirksamkeit
am Menschen erbracht (NCT01092325). Derzeit erfolgt die Optimierung des ersten
Kandidaten, um langfristig HNO-Donoren zur Therapie der akuten und chronischen
Herzinsuffizienz auf dem Arzneimittelmarkt zu etablieren.

4.1.2 Zielsetzung

Die Reduktion N -hydroxylierter Sulfonamide durch das mARC-Enzymsystem wurde
am Beispiel des Prodrugs N -Hydroxyvaldecoxib sowie der beiden Modellverbindun-
gen N -Hydroxybenzolsulfonamid und N -Hydroxy-4-toluolsulfonamid bereits von Ha-
vemeyer et al. (2010) beschrieben.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte erstmals die mARC-katalysierte Reduktion

der HNO-Donoren N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid und 4-Chlorphenyl-
N -hydroxymethansulfonamid zu den korrespondierenden Sulfonamiden charakteri-
siert werden (s. Abbildung 4.3).
N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid und 4-Chlorphenyl-N -hydroxyme-

thansulfonamid zählen zu den HNO-Donoren aus der Klasse der Piloty´s acid Deriva-
te, welche bei alkalischem pH-Wert HNO unter Bildung der Sulfinsäure freisetzen (s.
Abbildung 4.4) (Paolocci et al., 2007). Werden N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzol-
sulfonamid und 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid mARC-katalysiert zu
den entsprechenden Sulfonamiden reduziert, können sie keine HNO-vermittelte phar-
makologische Wirkung mehr hervorrufen. Die N -Reduktion stellt somit eine uner-
wünschte Inaktivierung dar.
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Abbildung 4.3: Reduktion von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid
(A) und 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid (B) durch das mARC-
Enzymsystem

(1) N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid, (2) 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid,
(3) 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid, (4) 4-Chlorphenylmethansulfonamid

Abbildung 4.4: Inaktivierung von HNO-Donoren der Piloty´s acid Serie durch
das mARC-Enzymsystem

(1) N -Hydroxysulfonamid, wirksam als HNO-Donor, (2) Sulfinsäure, (3) Sulfonamid, inaktiv als
HNO-Donor

104



4.2 Methoden

Ziel der Untersuchungen war es, anhand der genannten Verbindungen erste Hinwei-
se auf Struktur-Aktivitäts-Beziehungen zu identifizieren. Diese sollten den Startpunkt
der Planung und späteren Durchführung breiter angelegter QSAR-Studien zur Ent-
wicklung neuartiger HNO-Donoren zur Therapie der Herzinsuffizienz bilden. Aufgrund
der mARC-abhängigen Inaktivierung sollten strukturelle Eigenschaften ermittelt wer-
den, die zu einer möglichst geringen Umsetzung durch das mARC-Enzymsystem füh-
ren.
Zunächst sollten hierfür HPLC-Methoden zur Trennung derN -Hydroxysulfonamide,

Sulfonamide und Sulfinsäuren entwickelt und die Stabilitäten der HNO-Donoren un-
ter Inkubationsbedingungen ebenso wie die Zeitabhängigkeit der mARC-katalysierten
Reduktion geprüft werden. Abschließend sollten durch Inkubationen mit der äuße-
ren mitochondrialen Membranfraktion der Schweineleber sowie dem mARC1- bzw.
mARC2-haltigen rekombinanten Enzymsystem bei Vorliegen einer Michaelis-Menten-
Kinetik die kinetischen Parameter bestimmt und hinsichtlich möglicher Struktur-
Aktivitäts-Beziehungen analysiert werden.

4.2 Methoden

4.2.1 Materialien und Geräte

N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid, 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid und
-sulfinsäure wurden ebenso wie 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid, 4-Chlor-
phenylmethansulfonamid und -sulfinsäure freundlicherweise von Dr. Reardon (Cardi-
oxyl Pharmaceuticals) zur Verfügung gestellt. Alle übrigen Chemikalien sowie Mate-
rialien und Geräte sind in Kapitel 7 dieser Arbeit aufgeführt.

4.2.2 Proteinquellen

Es wurden Biotransformationsstudien mit der äußeren mitochondrialen Membran-
fraktion der Schweineleber sowie dem rekombinanten mARC1- bzw. mARC2-haltigen
Enzymsystem als Proteinquellen durchgeführt. Hierbei wurden einheitliche Chargen
verwendet, deren Gewinnung und Charakterisierung bereits unter 2.2.2 beschrieben
wurde.
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4.2.3 HPLC-Analytik

4.2.3.1 Trennung von N-Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid,
3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid und -sulfinsäure

Zur Trennung von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid, dem entsprechen-
den Sulfonamid sowie der Sulfinsäure wurde folgende Methode entwickelt:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)
Stationäre Phase Symmetry C18, 5 µm, 4,6 × 250 mm

(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Ammoniumacetat, pH 5,6/Acetonitril 93:7 (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 30 min
Detektion 222 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 4, 9 ± 0, 1 min (3-Methylsulfonylbenzolsulfinsäure)

10, 8 ± 0, 2 min (3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid)
15, 7 ± 0, 4 min (N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfon-
amid)

Zur Herstellung des Fließmittels wurde die wässrige Phase zunächst durch einen Poly-
amidmembranfilter (0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert, bevor der organische
Anteil (HPLC-Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultraschallbad ent-
gast wurde.
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4.2.3.2 Trennung von 4-Chlorphenyl-N-hydroxymethansulfonamid,
4-Chlorphenylmethansulfonamid und 4-Chlorphenylmethansulfinsäure

Zur Trennung von 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid, dem entsprechenden
Sulfonamid sowie der Sulfinsäure wurde folgende Methode entwickelt:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)
Stationäre Phase Symmetry C18, 5 µm, 4,6 × 250 mm

(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Ammoniumacetat, pH 5,6/Acetonitril 70:30 (v/v)
Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 30 min
Detektion 229 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 3, 4 ± 0, 1 min (4-Chlorphenylmethansulfinsäure)

10, 8 ± 0, 1 min (4-Chlorphenylmethansulfonamid)
15, 1± 0, 1 min (4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid)

Zur Herstellung des Fließmittels wurde die wässrige Phase durch einen Polyamid-
membranfilter (0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert. Anschließend wurde der
organische Anteil (HPLC-Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultra-
schallbad entgast.

4.2.3.3 Kalibrierung und Wiederfindung

Zur Kalibrierung wurde der Metabolit (3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid
bzw. 4-Chlorphenylmethansulfonamid) in zehn verschiedenen Konzentrationen
(0,5-500 µM) in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0/Methanol 1:1 (v/v) gelöst
und mittels der beschriebenen HPLC-Analytik vermessen.
Zur Bestimmung der Wiederfindung wurden die gleichen Konzentrationen wie bei

der Kalibrierung verwendet. Der entsprechende Metabolit sowie 0,05 mg hitzedena-
turierte Mitochondrien der Schweineleber und 3 mM Substrat (N -Hydroxy-3-methyl-
sulfonylbenzolsulfonamid bzw. 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid) wurden
3 min bei 37 ◦C vorinkubiert. Dann wurde 1 mM NADH zugegeben und die Inkubation
nach 15 min durch Hinzufügen von 150 µl Methanol abgestoppt. Die Proben wurden
5 min geschüttelt, 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände anschließend
per HPLC vermessen. Das Inkubationsvolumen betrug 150 µl. Jeder Ansatz enthielt
5 % DMSO (v/v).
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4.2.4 Stabilitätsuntersuchungen

75 µl einer 3 mM Lösung von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid bzw.
4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 mit 5 %
DMSO (v/v) wurden bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad inkubiert. Nach 0, 30, 60 und
90 min wurden 75 µl Methanol zugegeben. Anschließend wurden die Proben geschüt-
telt und mittels der unter 4.2.3.1 bzw. 4.2.3.2 beschriebenen HPLC-Methoden ver-
messen.
Je zwei Ansätze einer 3 mM Lösung N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid

und 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid bzw. 25 µMLösung 3-Methylsulfonyl-
benzolsulfonamid und 4-Chlorphenylmethansulfonamid wurden in 20 mMMES-Puffer
pH 6,0/Methanol 1:1 (v/v) hergestellt. Die Ansätze wurden bei Raumtemperatur im
Autosampler der HPLC inkubiert und nach 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 24 Stunden mittels
der unter 4.2.3.1 bzw. 4.2.3.2 beschriebenen Methoden vermessen.

4.2.5 Zusammensetzung der in vitro Biotransformationsansätze

4.2.5.1 Bestimmung der Zeitabhängigkeit

3 mM Substrat (N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid bzw. 4-Chlorphenyl-
N -hydroxymethansulfonamid) wurden gemeinsam mit 5 µg Protein (OMV) über
3 min bei 37 ◦C in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 vorinkubiert. Durch Zugabe
von 1 mM NADH wurde die Inkubation gestartet und nach 5, 10, 15, 20, 25, 30 bzw.
45 min durch Hinzufügen von 150 µl Methanol abgestoppt. Die Proben wurden 5 min
geschüttelt, 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände anschließend per
HPLC analysiert. Das Inkubationsvolumen betrug 150 µl. Jeder Ansatz enthielt 5 %
DMSO (v/v). Als Kontrolle diente ein Ansatz ohne Protein, welcher nach 45 min
abgestoppt wurde.

4.2.5.2 Bestimmung der Substratabhängigkeit

Protein und das jeweilige Substrat in unterschiedlicher Konzentration wurden über
3 min bei 37 ◦C in Puffer vorinkubiert. Das Substrat wurde in den Konzentrationen
0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 bzw. 3 mM eingesetzt.
Bei Inkubationen mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion wurden 5 µg

Protein sowie 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 verwendet und bei Inkubatio-
nen mit dem rekombinanten Enzymsystem 3,75 µg Protein mARC1 bzw. mARC2,
37,5 pmol Häm (Cytochrom b5) und 3,75 pmol FAD (Cytochrom b5 Reduktase) so-
wie 20 mM MES-Puffer pH 6,0.
Durch Zugabe von 1 mM NADH wurde die Inkubation gestartet und nach 15 min

(OMV) bzw. 10 min (rekombinante Proteine) durch Hinzufügen von 150 µl (OMV)
bzw. 75 µl (rekombinante Proteine) Methanol abgestoppt. Die Proben wurden 5 min
geschüttelt, 5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und die Überstände anschließend per
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HPLC vermessen. Das Inkubationsvolumen betrug 150 µl im Falle der äußeren mito-
chondrialen Membranfraktion und 75 µl im Falle der rekombinanten Proteine. Jeder
Ansatz enthielt 5 % DMSO (v/v). Es wurde jeweils ein Kontrollansatz ohne Prote-
in durchgeführt. Jede Inkubation erfolgte dreimal. Die enzymkinetischen Parameter
wurden mithilfe von SigmaPlot ermittelt (SigmaPlot 11.0; SPSS Science, Chicago,
IL).

4.3 Ergebnisse

4.3.1 HPLC-Analytik

4.3.1.1 Kalibrierung und Wiederfindung von 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid

Ein repräsentatives Chromatogramm der Trennung von 3-Methylsulfonylbenzolsulfon-
amid sowie der korrespondierenden N -Hydroxyverbindung und Sulfinsäure ist in Ab-
bildung 4.5 gezeigt.
Im Konzentrationsbereich von 1-500 µM wurde eine lineare Kalibriergerade (R2 =

0,9995) erhalten (s. Abbildung 4.6). Die Richtigkeit betrug 94 ± 5 % im Bestim-
mungsbereich (1-500 µM) und 85 % an der Bestimmungsgrenze (1 µM). Mithilfe der
Kalibriergeraden wurde eine Wiederfindung von 104 ± 4 % im Bestimmungsbereich
(5-500 µM) und 111 % an der Bestimmungsgrenze (5 µM) ermittelt.
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Abbildung 4.5: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid, 3-Methylsulfonylbenzolsulfon-
amid und -sulfinsäure

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM N -Hydroxy-3-methylsulfonylben-
zolsulfonamid, 500 µM 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH
sowie 0,05 mg hitzedenaturierten Mitochondrien in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0.
(1) 3-Methylsulfonylbenzolsulfinsäure, (2) 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid, (3) N -Hydroxy-3-
methylsulfonylbenzolsulfonamid
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Abbildung 4.6: Kalibrierung und Wiederfindung von 3-Methylsulfonylbenzolsul-
fonamid

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei Parallelansätzen, die doppelt ver-
messen wurden.

111



4 N-hydroxylierte Sulfonamide

Abbildung 4.7: Repräsentatives HPLC-Chromatogramm der Trennung von
4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid, 4-Chlorphenylmethansulfonamid
und -sulfinsäure

Dargestellt ist ein Inkubationsansatz bestehend aus 3 mM 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfon-
amid, 500 µM 4-Chlorphenylmethansulfonamid, 5 % (v/v) DMSO, 1 mM NADH sowie 0,05 mg
hitzedenaturierten Mitochondrien in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0. (1) 4-Chlorphenylme-
thansulfinsäure, (2) 4-Chlorphenylmethansulfonamid, (3) 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfon-
amid

4.3.1.2 Kalibrierung und Wiederfindung von 4-Chlorphenylmethansulfonamid

Das repräsentative Chromatogramm in Abbildung 4.7 zeigt die Trennung von 4-Chlor-
phenyl-N -hydroxymethansulfonamid, dem entsprechenden Sulfonamid sowie der Sulfin-
säure.
Es wurde eine lineare Kalibriergerade (R2 = 0,9999) im Konzentrationsbereich von

0,5-500 µM ermittelt (s. Abbildung 4.8). Die Richtigkeit lag bei 100 ± 3 % im Be-
stimmungsbereich (0,5-500 µM) und 102 % an der Bestimmungsgrenze (0,5 µM). Die
mittels Kalibriergeraden bestimmte Wiederfindung betrug 101 ± 3 % im Bestim-
mungsbereich von 5-500 µM und 105 % an der Bestimmungsgrenze (5 µM).
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Abbildung 4.8: Kalibrierung und Wiederfindung von 4-Chlorphenylmethansul-
fonamid

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei Parallelansätzen, die doppelt ver-
messen wurden.
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4.3.2 Stabilitätsuntersuchungen

4.3.2.1 Stabilität von N-Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid und
4-Chlorphenyl-N-hydroxymethansulfonamid unter
Inkubationsbedingungen

In Biotransformationsstudien sollte die mARC-katalysierte N -Reduktion von N -Hy-
droxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid und 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfon-
amid untersucht werden. Zunächst wurde die Stabilität dieser Verbindungen unter
Inkubationsbedingungen geprüft, um zu gewährleisten, dass bei in vitro Biotrans-
formationsstudien die N -hydroxylierten Sulfonamide und nicht aufgrund von HNO-
Freisetzung die entsprechenden Sulfinsäuren vorliegen (s. Abbildung 4.9).
Für beide Verbindungen wurde mittels HPLC eine geringfügige Abnahme an N -hy-

droxyliertem Sulfonamid bzw. Zunahme der korrespondierenden Sulfinsäure ermit-
telt. Nach 30 min Inkubation bei 37 ◦C wurden noch 97 % (N -Hydroxy-3-methyl-
sulfonylbenzolsulfonamid) bzw. 99 % (4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid)
bezogen auf die Ausgangskonzentration des N -hydroxylierten Sulfonamids detektiert.
Biotransformationsstudien unter diesen Versuchsbedingungen sind somit hinsichtlich
der Stabilität der N -hydroxylierten Sulfonamide bei Inkubationszeiten unter 30 min
unproblematisch.

4.3.2.2 Stabilität von N-Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid,
3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid,
4-Chlorphenyl-N-hydroxymethansulfonamid und
4-Chlorphenylmethansulfonamid bei Raumtemperatur

Da die Auswertung späterer Biotransformationsstudien per HPLC-Analytik erfolgen
sollte, wurde zunächst die Stabilität der Substrate und Metabolite bei Raumtem-
peratur im Autosampler überprüft (s. Abbildungen 4.10 und 4.11). Die Metabolite
4-Chlorphenylmethansulfonamid bzw. 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid waren über
die gesamte Versuchsdauer stabil. Im Falle der entsprechenden N -hydroxylierten Ver-
bindungen wurde im Verlauf der Versuchsdauer von 24 Stunden eine Abnahme auf
etwa 80 % (4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid) bzw. 70 % (N -Hydroxy-3-
methylsulfonylbenzolsulfonamid) der Ausgangskonzentration detektiert, die auf die
Freisetzung von HNO unter Bildung der Sulfinsäure zurückzuführen war.
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Abbildung 4.9: Stabilität von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid und
4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid unter Inkubationsbedingungen

Die Versuchsdurchführung ist unter 4.2.4 beschrieben. Dargestellt sind die Ergebnisse von je einem
Ansatz, der einfach vermessen wurde.
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Abbildung 4.10: Stabilität von 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid und
4-Chlorphenylmethansulfonamid bei Raumtemperatur

Die Zusammensetzung der Lösungen ist unter 4.2.4 beschrieben.
Dargestellt sind Mittelwerte± Standardabweichungen aus je zwei unabhängigen Ansätzen, die einfach
vermessen wurden.
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Abbildung 4.11: Stabilität von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid
und 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid bei Raumtemperatur

Die Zusammensetzung der Lösungen ist unter 4.2.4 beschrieben.
Dargestellt sind Mittelwerte± Standardabweichungen aus je zwei unabhängigen Ansätzen, die einfach
vermessen wurden.
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Abbildung 4.12: Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von N -Hydroxy-
3-methylsulfonylbenzolsulfonamid durch die äußere mitochondriale Membran-
fraktion der Schweineleber

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 4.2.5.1 beschrieben.
Inkubiert wurden Parallelansätze, die doppelt vermessen wurden. Die Reduktion verlief über 20 min
zeitlinear (R2 = 0,9855).

4.3.3 Biotransformation von
N-Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid

4.3.3.1 Bestimmung der Zeitabhängigkeit

Exemplarisch wurde der Einfluss der Inkubationszeit auf die mARC-katalysierte Re-
duktion von N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid unter Verwendung der äu-
ßeren mitochondrialen Membranfraktion als Enzymquelle untersucht. DieN -Reduktion
verlief über 20 min zeitlinear (s. Abbildung 4.12).

4.3.3.2 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter

Der Einfluss der Substratkonzentration auf die N -Reduktion von N -Hydroxy-3-methyl-
sulfonylbenzolsulfonamid wurde in Inkubationen mit der äußeren mitochondrialen
Membranfraktion sowie dem mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekonstituierten, rekom-
binanten Enzymsystem untersucht. N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid wur-
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Abbildung 4.13: Einfluss der Substratkonzentration auf die Reduktion von
N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid durch die äußere mitochondriale
Membranfraktion sowie das mARC1- bzw. mARC2-haltige Enzymsystem

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 4.2.5.2 beschrie-
ben. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte ± Standardabweichungen von zwei unabhängigen Ansätzen,
die doppelt vermessen wurden.

de sowohl durch die äußere mitochondriale Membranfraktion als auch das mARC1-
bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem zu 3-Methylsulfonylbenzolsulfon-
amid reduziert. In allen Fällen folgte die Umsetzung einer Michaelis-Menten-Kinetik
(s. Abbildung 4.13). Mittels SigmaPlot wurden die enzymkinetischen Parameter be-
stimmt (s. Tabelle 4.1).
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OMV mARC1 mARC2

Vmax
[a] 156 ± 7 300 ± 25 65 ± 1

KM
[b] 0, 121 ± 0, 019 0, 834 ± 0, 105 0, 307 ± 0, 007

Tabelle 4.1: Kinetische Parameter der Reduktion von N -Hydroxy-
3-methylsulfonylbenzolsulfonamid durch die äußere mitochondriale Membran-
fraktion sowie das mARC1- bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus je drei unabhängigen Versuchen, deren
Durchführung unter 4.2.5.2 beschrieben ist.
[a] (nmol 3-Methylsulfonylbenzolsulfonamid/(min × mg Protein)),
[b] (mM N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid)
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Abbildung 4.14: Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von
4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid durch die äußere mitochondriale
Membranfraktion der Schweineleber

Die Zusammensetzung und Aufarbeitung der Inkubationsansätze ist in Kapitel 4.2.5.1 beschrieben.
Inkubiert wurden Parallelansätze, die doppelt vermessen wurden. Die Reduktion verlief über 20 min
zeitlinear (R2 = 0,9962).

4.3.4 Biotransformation von
4-Chlorphenyl-N-hydroxymethansulfonamid

4.3.4.1 Bestimmung der Zeitabhängigkeit

Der Einfluss der Inkubationszeit auf die Reduktion von 4-Chlorphenyl-N -hydroxy-
methansulfonamid wurde exemplarisch unter Verwendung der äußeren mitochon-
drialen Membranfraktion der Schweineleber als Enzymquelle untersucht. Wie Ab-
bildung 4.14 zeigt, wurde ein linearer Zusammenhang zwischen N -Reduktion und
Inkubationszeit bis zu einer Inkubationsdauer von 20 min ermittelt.

4.3.4.2 Bestimmung der enzymkinetischen Parameter

4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid wurde sowohl bei Inkubationen mit der
äußeren mitochondrialen Membranfraktion der Schweineleber als auch dem mARC1-
bzw. mARC2-haltigen rekombinanten Enzymsystem zu 4-Chlorphenylmethansulfon-
amid umgesetzt.
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Abbildung 4.15: Einfluss der Substratkonzentration auf die Reduktion von
4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid durch die äußere mitochondriale
Membranfraktion sowie das mARC1- bzw. mARC2-haltige Enzymsystem

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze und deren Aufarbeitung ist in Kapitel 4.2.5.2 beschrie-
ben. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte ± Standardabweichungen von zwei unabhängigen Ansätzen,
die doppelt vermessen wurden.

In allen Fällen folgte die Reduktion einer Michaelis-Menten-Kinetik (s. Abbildung 4.15).
Die kinetischen Parameter wurden mittels SigmaPlot bestimmt (s. Tabelle 4.2).
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4.3 Ergebnisse

OMV mARC1 mARC2

Vmax
[a] 143 ± 11 369 ± 24 104 ± 6

KM
[b] 0, 091 ± 0, 010 1, 138 ± 0, 080 0, 584 ± 0, 063

Tabelle 4.2: Kinetische Parameter der Reduktion von 4-Chlorphenyl-
N -hydroxymethansulfonamid durch die äußere mitochondriale Membranfraktion
sowie das mARC1- bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus je drei unabhängigen Versuchen, deren
Durchführung unter 4.2.5.2 beschrieben ist.
[a] (nmol 4-Chlorphenylmethansulfonamid/(min × mg Protein)),
[b] (mM 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid)
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4.4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte die mARC-katalysierte Reduktion zweier Arznei-
stoffkandidaten aus der Reihe der HNO-Donoren zur Therapie der Herzinsuffizienz
sowohl für die äußere mitochondriale Membranfraktion der Schweineleber als auch
das rekombinante mARC1- bzw. mARC2-haltige Enzymsystem charakterisiert wer-
den. Der Vergleich der ermittelten enzymkinetischen Parameter beider Verbindun-
gen ermöglichte es, erste Hypothesen bezüglich Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der
N -Reduktion und somit Inaktivierung von HNO-Donoren aus der Klasse der Piloty´s
acid Derivate durch das mARC-Enzymsystem aufzustellen. Diese könnten in zukünf-
tigen Studien anhand weiterer Entwicklungsprodukte überprüft werden und somit der
Optimierung der Therapie der Herzinsuffizienz mit neuartigen HNO-Donoren dienen.
Unter Inkubationsbedingungen bei pH 6,0 zeigten die untersuchten Verbindungen

nur eine äußerst geringfügige HNO-Freisetzung und somit ausreichende Stabilität für
in vitro Biotransformationsstudien. Die enzymatische Reduktion wies jeweils einen
zeitlinearen Bereich sowie eine Abhängigkeit von der Substratkonzentration im Sinne
einer Michaelis-Menten-Kinetik auf. Somit waren die Voraussetzungen zur Bestim-
mung der enzymkinetischen Parameter erfüllt.
Für beide Verbindungen wurden für mARC1 höhere Vmax- und KM-Werte als für

mARC2 ermittelt (s. Abbildung 4.16). Beide Substrate scheinen somit eine höhe-
re Affinität zu mARC2 zu besitzen. Die Inkubation mit der äußeren mitochondria-
len Membranfraktion der Schweineleber zeigte für beide Verbindungen vergleichbare
Vmax- und KM-Werte.
Sowohl für humanes mARC1 als auch mARC2 lieferte 4-Chlorphenyl-N -hydroxy-

methansulfonamid signifikant höhere Vmax-Werte als N -Hydroxy-3-methylsulfonyl-
benzolsulfonamid (s. Abbildung 4.16). Beide Verbindungen unterscheiden sich so-
wohl in der Lipophilie als auch dem Charakter der N -Hydroxysulfonamidstruktur.
Die Kombination aus Chlorsubstituent und einer zusätzlichen Methylengruppe be-
wirkt, dass 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid lipophiler ist als N -Hydroxy-
3-methylsulfonylbenzolsulfonamid. Außerdem bedingt die zusätzliche Methylengrup-
pe, dass im Falle der Chlorverbindung eine aliphatische N -Hydroxysulfonamidstruktur
vorliegt.
Die Reduktion aliphatischer Amidoxime durch das mARC-Enzymsystem wurde am

Beispiel von Benzylamidoxim bereits von Krompholz (2013) untersucht. Ein Vergleich
mit dem aromatischen Amidoxim Benzamidoxim ergab, dass die aliphatische Verbin-
dung durch hepatische Mitochondrien und die äußere mitochondriale Membranfrakti-
on um den Faktor 1,2 und durch das humane mARC2-haltige rekombinante Enzym-
system um den Faktor 2,4 besser umgesetzt wurde.
Die durch Inkubation von 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid und N -Hy-

droxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid mit der äußeren mitochondrialen Membran-
fraktion erhaltenen Vmax-Werte zeigten keine signifikanten Unterschiede im student´s
t-test. Für humanes mARC1 und mARC2 lieferte das aliphatische N -Hydroxysulfon-
amid jedoch signifikant höhere Vmax-Werte als das aromatische N -Hydroxysulfonamid
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Abbildung 4.16: Vergleich der KM- bzw. Vmax-Werte von 4-Chlor-
phenyl-N -hydroxymethansulfonamid und N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzol-
sulfonamid für die äußere mitochondriale Membranfraktion sowie das mARC1-
bzw. mARC2-haltige rekombinante Enzymsystem

Die Versuchsdurchführung ist unter 4.2.5.2 beschrieben. * statistisch signifikant im student´s t-test
(P = 0,031 (KM-Werte für mARC1), P = 0,047 (Vmax-Werte für mARC1), P = 0,001 (Vmax-Werte
für mARC2))
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(Faktor 1,2 (mARC1), Faktor 1,6 (mARC2)). Der von Krompholz (2013) dargestellte
Trend, dass Substrate mit aliphatischem Charakter der N -Hydroxystruktur bevorzugt
umgesetzt werden, konnte somit anhand zweier N -Hydroxysulfonamide bestätigt wer-
den.

In Kapitel 2 dieser Arbeit wurde die Reduktion para-substituierter Benzamidoxime
durch das mARC-Enzymsystem beschrieben. Hierbei wurde kein eindeutiger Einfluss
der Lipophilie oder der elektronischen Eigenschaften des Substituenten auf die enzy-
matische N -Reduktion detektiert. Der Vergleich der Vmax-Werte zeigte jedoch, dass
mit 4-Methyl- und 4-Trifluormethylbenzamidoxim zwei relativ lipophile Verbindun-
gen sowohl für die äußere mitochondriale Membranfraktion als auch das mARC1-
bzw. mARC2-haltige Enzymsystem die höchsten Vmax-Werte lieferten, während das
hydrophilere 4-Nitrobenzamidoxim bei allen drei Enzymquellen zu den geringsten
Umsetzungsraten führte. Dieser Trend lässt sich zumindest für die rekombinanten
Enzyme auf die untersuchten N -Hydroxysulfonamide übertragen, da die lipophile-
re Chlorverbindung hier signifikant höhere Vmax-Werte lieferte als die hydrophilere
4-Methylsulfonylverbindung.

Um die aufgestellten Hypothesen zu überprüfen, sollte in nachfolgenden Studien
die mARC-katalysierte Reduktion weiterer Piloty´s acid Derivate untersucht werden.
Hierbei könnten N -Hydroxysulfonamide mit aliphatischen Ketten unterschiedlicher
Länge eingesetzt werden. Die bevorzugte Reduktion aliphatischer N -Hydroxystruk-
turen könnte darauf hindeuten, dass das aktive Zentrum von mARC aufgrund seiner
Struktur sterisch für kleinere, aliphatische Substratfragmente besser zugänglich ist
als für größere, aromatische Fragmente, obwohl derzeit von einer Lokalisation des
Molybdäncofaktors an der Proteinoberfläche ausgegangen wird. Durch Variation der
Kettenlänge könnte geprüft werden, ob eine Verlängerung der Kette die N -Reduktion
zunächst bis zu einem Optimum erhöht und bei sehr langen und sperrigen alipha-
tischen Ketten wieder erniedrigt. Um den Einfluss der Lipophilie näher zu prüfen,
könnten am Benzolring Substituenten eingefügt oder aber verschiedene Heterocyclen
verwendet werden. Sobald die Kristallstruktur von mARC aufgeklärt ist, könnten die
Hypothesen zusätzlich durch 3D-QSAR-Studien getestet werden.

4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid und N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenz-
olsulfonamid stellen Entwicklungsprodukte aus der Klasse der HNO-Donoren zur The-
rapie der Herzinsuffizienz dar. Die mARC-katalysierte Reduktion zu den korrespondie-
renden Sulfonamiden verhindert eine HNO-Freisetzung und somit Entfaltung der ge-
wünschten Wirkung in vivo. Ziel der Entwicklung sollten daher Verbindungen sein, die
nur geringfügig durch mARC umgesetzt werden. Der Vergleich beider Verbindungen
deutet daraufhin, dass in Zukunft insbesondere hydrophile, aromatische N -Hydroxy-
sulfonamide gestestet werden sollten. Dies könnte erreicht werden, indem anstelle des
Benzolrings ein Stickstoff- oder Sauerstoff-haltiger Heterocyclus eingesetzt und mit
entsprechenden Substituenten sowie einer N -Hydroxysulfonamidstruktur mit aroma-
tischem Charakter kombiniert wird.
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4.5 Zusammenfassung

Anhand von 4-Chlorphenyl-N -hydroxymethansulfonamid und N -Hydroxy-3-methyl-
sulfonylbenzolsulfonamid wurde erstmals die mARC-katalysierte Reduktion neuarti-
ger HNO-Donoren zur Therapie der Herzinsuffizienz charakterisiert. Sowohl für die
äußere mitochondriale Membranfraktion als auch das rekombinante mARC1- bzw.
mARC2-haltige Enzymsystem wurde eine Abhängigkeit der Umsetzung von der Sub-
stratkonzentration im Sinne einer Michaelis-Menten-Kinetik detektiert, so dass die
enzymkinetischen Parameter KM und Vmax ermittelt werden konnten.
Anhand dieser Daten wurden erste Hypothesen zu Struktur-Aktivitäts-Beziehungen

aufgestellt. Diese könnten in weiterführenden Studien getestet werden und langfristig
helfen, HNO-Donoren aus der Klasse der Piloty´s acid Derivate zu entwickeln, welche
nur geringfügig durch mARC inaktiviert werden, und somit letztlich die Pharmako-
therapie der Herzinsuffizienz optimieren.
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5 Biotransformationsstudien
aromatischer Nitro- und
Nitrosoverbindungen

5.1 Einleitung

5.1.1 Toxizität aromatischer Nitro- und Nitrosoverbindungen

Nitroaromaten spielen eine wichtige Rolle in der chemischen und pharmazeutischen
Industrie. Sie werden sowohl bei der Synthese von Farbstoffen, Pestiziden und Spreng-
stoffen als auch in der Kunststoffverarbeitung eingesetzt. Außerdem kommen sie in
Tabakrauch oder Autoabgasen vor. Ebenso enthalten viele Arzneistoffe Nitrogrup-
pen (Kovacic und Somanathan, 2014; Reichl et al., 2002).
Die Reduktion von Nitroaromaten kann zur Bildung reaktiver Nitroso- oder Hy-

droxylamin-Intermediate sowie reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) wie Superoxidanion
bzw. Wasserstoffperoxid führen. Im ersten Reduktionsschritt wird durch Aufnahme ei-
nes Elektrons durch die Nitrogruppe ein Nitroanionradikal gebildet (s. Abbildung 5.1).
Die weitere Reduktion verläuft unterschiedlich in An- bzw. Abwesenheit von Sau-
erstoff. Unter anaeroben Bedingungen wird das Nitroanionradikal durch Aufnahme
eines weiteren Elektrons zur Nitrosoverbindung umgesetzt. Im weiteren Reduktions-
verlauf entsteht das entsprechende Hydroxylamin bzw. Amin, wobei jeweils zwei wei-
tere Elektronen übertragen werden. Unter aeroben Bedingungen kann das anfangs
gebildete Nitroanionradikal durch molekularen Sauerstoff oxidiert werden, wobei die
Ausgangsverbindung und Superoxidanion entstehen. Superoxidanion kann durch Su-
peroxiddismutase zu Wasserstoffperoxid umgesetzt werden (Ask et al., 2003).
Die entstandenen Nitroso- und Hydroxylamin-Intermediate können kovalent an Glu-

tathion binden sowie Proteine und DNA alkylieren und so mutagene bzw. kanzerogene
Effekte hervorrufen. Für Hydroxylamine wie beispielsweise Sulfamethoxazolhydroxyl-
amin oder Dapsonhydroxylamin sind außerdem toxische Effekte aufgrund der Bildung
von Methämoglobin beschrieben (Reilly et al., 1999).
Werden vermehrt ROS gebildet und reichen die körpereigenen antioxidativen Schutz-

mechanismen nicht aus, kommt es zu einem Ungleichgewicht, welches als oxidativer
Stress bezeichnet wird (Turrens, 2003). Oxidation bzw. Schädigung von Lipiden, Pro-
teinen und DNA führen zu Alterungsprozessen oder dem Zelltod. Außerdem werden
redoxsensitive Signalwege aktiviert, welche schädigende, aber auch protektive Effekte
hervorrufen können (Finkel und Holbrook, 2000).
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

Abbildung 5.1: Mechanismus der Reduktion nitroaromatischer Verbindungen in
An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff nach Ask et al. (2003)

Trotz der beschriebenen Toxizität von Nitroaromaten sind auf dem Arzneimittel-
markt Wirkstoffe vertreten, die Nitrogruppen enthalten (s. Abbildung 5.2). Ein Bei-
spiel hierfür ist Chloramphenicol. Bei der Therapie können aplastische Anämien sowie
Agranulozytose als Nebenwirkungen auftreten. Daher wird es nur noch als Reserve-
antibiotikum zur Behandlung von Typhus, Paratyphus und bakterieller Meningitis
sowie lokal am Auge verwendet (Mutschler, 2012). Auch die antiandrogene Verbin-
dung Flutamid, welche zur Therapie des Prostatakarzinoms genutzt wird, enthält eine
nitroaromatische Struktur. Durch Reduktion der Nitrogruppe entstehende Nitroso-,
Hydroxylamin- und Aminverbindungen schädigen in diesem Fall vor allem Proteine
und DNA der Leber (Coe et al., 2007). Weitere Beispiele sind Nitrazepam, Nifedipin
oder Nitrofurantoin, die trotz ihrer nitroaromatischen Strukturen und dem damit ver-
bundenen toxikologischen Risiko häufig eingesetzte Arzneistoffe darstellen (Mutschler,
2012).
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Abbildung 5.2: Beispiele für Arzneistoffe mit nitroaromatischen Strukturen

(1) Chloramphenicol, (2) Flutamid, (3) Nitrazepam, (4) Nifedipin, (5) Nitrofurantoin
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5.1.2 Enzymatische Reduktion aromatischer Nitro- und
Nitrosoverbindungen

Aromatische Nitroverbindungen werden durch Nitroreduktasen metabolisiert. Hierbei
handelt es sich um FMN- oder FAD-haltige Enzyme, welche NADH oder NADPH
zur Elektronenübertragung nutzen (Kovacic und Somanathan, 2014). Diese kommen
vor allem in Bakterien und in geringerem Ausmaß in Eukaryoten vor (Méndez-Vilas,
2010).
Je nachdem, ob Nitroreduktasen in Anwesenheit von Sauerstoff ein- oder zwei-

Elektronen-Reduktionen katalysieren, werden sie als Typ I (sauerstoffunabhängig)
oder Typ II (sauerstoffabhängig) bezeichnet (Koder et al., 2001). Typ I Nitroreduk-
tasen katalysieren in An- und Abwesenheit von Sauerstoff den Transfer von je zwei
Elektronen von NADH oder NADPH auf die Nitrogruppe, so dass zunächst die ent-
sprechende Nitrosoverbindung entsteht und in den nächsten Schritten das korrespon-
dierende Hydroxylamin bzw. Amin. Typ II Nitroreduktasen katalysieren in Anwesen-
heit von Sauerstoff eine ein-Elektronen-Reduktion. Durch Aufnahme des Elektrons
durch die Nitrogruppe entsteht ein Nitroanionradikal, welches mit Sauerstoff unter
Bildung von Superoxidanion und Regeneration der ursprünglichen Nitroverbindung
reagiert (Méndez-Vilas, 2010). Die Unterschiede in der Katalyse durch Nitroredukta-
sen des Typs I und II erklären, warum für die Toxizität von Nitroaromaten sowohl
Nitroso- und Hydroxylaminverbindungen als auch reaktive Sauerstoffspezies verant-
wortlich sind (s. Abbildung 5.1).
Typ I Nitroreduktasen sind an der Reduktion verschiedenster Nitroverbindungen

wie etwa Nitrofuranen, Nitrobenzolen, Nitrophenolen, Nitrobenzoaten und Nitroimi-
dazolen beteiligt (Race et al., 2005; Olekhnovich et al., 2009). Sie werden in zwei
weitere Gruppen eingeteilt, je nach Sequenzähnlichkeit zu den E. coli Nitroreduk-
tasen NfsA (Gruppe A), welche NADPH als Elektronendonor verwendet, und NfsB
(Gruppe B), welche NADH oder NADPH nutzen kann. In beiden Fällen handelt
es sich zumeist um bakterielle, Flavin-haltige Homodimere mit einem Molekularge-
wicht von etwa 30 kDa, welche strukturell unterschiedliche Nitroverbindungen redu-
zieren (Méndez-Vilas, 2010).
Mit Frm2 und Hbn1 werden nitroreductase-like Proteine in Saccharomyces cerevisiae

diskutiert, die sich weder Gruppe A noch B zuordnen lassen, und eine neue Familie
der Nitroreduktasen darstellen (de Oliveira et al., 2010).
Die humane Jodtyrosin-Dejodinase, welche die Dejodinierung von Mono- und Di-

jodtyrosin katalysiert, enthält eine NfsA-Nitroreduktase-Domäne und wird daher der
Gruppe A der Nitroreduktasen zugeordnet (Friedman et al., 2006). Im Unterschied
dazu handelt es sich bei den in Säugern vertretenen Enzymen NADPH-Chinonoxi-
doreduktase (DT-Diaphorase) und Xanthinoxidoreduktase um Vertreter, die zwar
funktionelle Ähnlichkeit zu Nitroreduktasen des Typs I aufweisen, jedoch keine Nfs-
Domäne beinhalten (Méndez-Vilas, 2010). In Eukaryoten sind für Aldehydoxidase,
Cytochrom c Oxidase und NADPH-Cytochrom P450 Reduktase funktionelle Ähn-
lichkeiten zu Nitroreduktasen des Typs II beschrieben (Méndez-Vilas, 2010).
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5.1 Einleitung

Abbildung 5.3: Reduktion von Nitroverbindungen zu Aminen nach Becker und
Beckert (2004)

Somit sind bisher zwar vor allem bakterielle Nitroreduktasen bekannt, jedoch sind
einige von ihnen auch für den Menschen von großer Bedeutung. Vor allem Nitrore-
duktasen anaerober Clostridium-Spezies sind in der humanen Darmflora vertreten und
sorgen hier für die Reduktion nitroaromatischer Verbindungen (Méndez-Vilas, 2010).

5.1.3 Zielsetzung

Die Reduktion einer Vielzahl an N -hydroxylierten Verbindungen etwa aus den Stoff-
klassen der Amidoxime, N -Hydroxyguanidine, Hydroxamsäuren, Oxime und Hydroxyl-
amine unter aeroben Bedingungen durch das mARC-Enzymsystem ist bereits charak-
terisiert und beschrieben (Froriep, 2013; Ott et al., 2014b), ebenso wie die Bildung von
NO bei anaerober Inkubation von Nitrit mit dem mARC-Enzymsystem (Sparacino-
Watkins et al., 2014). Die Aktivierung von Amidoxim-Prodrugs durch das mARC-
Enzymsystem ist bekannt und allgemein akzeptiert, ebenso wie die Beteiligung des
mARC-Enzymsystems an der Detoxifizierung N -hydroxylierter Basenanaloga (Have-
meyer et al., 2011; Krompholz et al., 2012). Die weitere physiologische Bedeutung von
mARC ist hingegen noch weitestgehend ungeklärt.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob das mARC-Enzymsystem an

der Reduktion aromatischer Nitro- und Nitrosoverbindungen unter aeroben Bedingun-
gen beteiligt ist. Aufgrund der Toxizität von Verbindungen dieser Stoffklassen könnte
eine mARC-abhängige Reduktion Hinweise auf weitere physiologische Funktionen des
Enzymsystems liefern. Außerdem müsste diskutiert werden, mARC bei Biotransfor-
mationsstudien zur Aufklärung der Metabolisierung von Arzneistoffen, welche Nitro-
gruppen beinhalten, einzuschließen.
Die Reduktion der Nitrogruppe führt über die Zwischenstufen der entsprechenden

Nitroso- und Hydroxylaminverbindungen letztlich bis zum Amin (s. Abbildung 5.3).
Um zu untersuchen, ob Nitrogruppen mARC-abhängig reduziert werden, sollten

4-Nitrobenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidin und Nitrobenzol eingesetzt werden (s. Ab-
bildung 5.4). Als Beispielsubstrat für Nitrosogruppen wurde 4-Nitrosophenol gewählt,
da hier, anders als für Nitrosobenzol, keine rein chemische Reduktion der Nitrosogrup-
pe durch das im Inkubationsansatz enthaltene NADH zu erwarten war (Bernheim,
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Abbildung 5.4: Übersicht der untersuchten Nitro- und Nitrosoverbindungen

(1) 4-Nitrobenzamidoxim, (2) 4-Nitrobenzamidin, (3) Nitrobenzol, (4) 4-Nitrosophenol

1972). Von Maskos und Winston (1994) wurde 1,4-Benzochinon als mögliches Zwi-
schenprodukt der Reduktion von 4-Nitrosophenol zu 4-Aminophenol beschrieben. Da
diese Verbindung kommerziell erhältlich und somit leicht verfügbar war, sollte zur
Auswertung der in vitro Biotransformationsstudien an 4-Nitrosophenol eine HPLC-
Methode entwickelt werden, welche nicht nur die Trennung von 4-Nitrosophenol und
4-Aminophenol, sondern auch von 1,4-Benzochinon ermöglicht.

5.2 Methoden

5.2.1 Materialien und Geräte

Die Synthese von 4-Nitrobenzamidoxim und 4-Nitrobenzamidin erfolgte im Arbeits-
kreis bereits für frühere Studien (s. Kapitel 2). 4-Aminobenzamidoxim wurde freund-
licherweise von Dr. Lehmann (Bayer HealthCare Pharmaceuticals, Berlin) zur Verfü-
gung gestellt. Alle weiteren Nitro- und Nitrosoverbindungen sowie deren Metabolite,
die in diesem Kapitel aufgeführt sind, waren kommerziell verfügbar und sind ebenso
wie alle übrigen Materialen und Geräte in Kapitel 7 dieser Arbeit zusammengefasst.

5.2.2 Proteinquellen

Alle Biotransformationsstudien dieser Arbeit wurden mit einheitlichen Chargen an
rekombinanten Proteinen bzw. Subfraktionen der Schweineleber durchgeführt, deren
Gewinnung und Charakterisierung in Kapitel 2.2.2 beschrieben wurde.
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5.2.3 HPLC-Analytik

5.2.3.1 Trennung von 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sowie
4-Aminobenzamidoxim und -amidin

Zur Trennung von 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sowie 4-Aminobenzamidoxim
und -amidin wurde folgende Gradientenmethode entwickelt:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)
Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm

(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase (A) 10 mM Natriumoctylsulfonat, 20 mM KH2PO4, pH 3,0/
Acetonitril 85:15 (v/v)
(B) Acetonitril

Flussrate 1,0 ml/min
Gradient 0-23 min: 100 % A

28 min: 90 % A, 10 % B
35 min: 90 % A, 10 % B
37-45 min: 100 % A

Laufzeit 45 min
Detektion 299 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 17, 6 ± 0, 2 min (4-Aminobenzamidoxim)

21, 1 ± 0, 5 min (4-Aminobenzamidin)
33, 2 ± 0, 2 min (4-Nitrobenzamidoxim)
36, 9 ± 0, 3 min (4-Nitrobenzamidin)

Zur Herstellung des Fließmittels wurde der wässrige Anteil durch einen Polyamid-
membranfilter (0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert, bevor der organische An-
teil (HPLC-Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultraschallbad entgast
wurde.
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5.2.3.2 Detektion von 4-Aminobenzamidoxim und -amidin

Folgende Lösungen wurden hergestellt und mit der unter 5.2.3.1 beschriebenen Me-
thode per HPLC analysiert:

• 0; 0,5; 1 und 5 µM 4-Aminobenzamidin in 100 mMKaliumphosphatpuffer pH 6,0

• 0; 0,5; 1 und 5 µM 4-Aminobenzamidoxim in 100 mM Kaliumphosphatpuffer
pH 6,0 mit DMSO in unterschiedlichen Anteilen

Zur Herstellung der 4-Aminobenzamidoximlösungen wurde eine 10 mM Stammlösung
in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 mit 25 % DMSO (v/v) angesetzt und mit
reiner Pufferlösung verdünnt.

5.2.3.3 Trennung von Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N-Phenylhydroxylamin und
Anilin

Zur Trennung von Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N -Phenylhydroxylamin und Anilin
wurde folgende Gradientenmethode entwickelt:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)
Stationäre Phase Nova Pak C18, 4 µm, 3,9 × 300 mm

(Waters, Milford, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase (A) 50 mM Ammoniumacetat, pH 7,0/Acetonitril 85:15 (v/v)
(B) Acetonitril

Flussrate 0,8 ml/min
Gradient 0-4 min: 90 % A, 10 % B

9-20 min: 80 % A, 20 % B
22-30 min: 90 % A, 10 % B

Laufzeit 30 min
Detektion 254 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 5, 4 ± 0, 6 min (N -Phenylhydroxylamin)

8, 7 ± 0, 1 min (Anilin)
24, 1 ± 0, 1 min (Nitrobenzol)
27, 8 ± 0, 2 min (Nitrosobenzol)

Der wässrige Anteil des Fließmittels wurde durch einen Polyamidmembranfilter
(0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert, bevor der organische Anteil (HPLC-
Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultraschallbad entgast wurde.
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5.2 Methoden

5.2.3.4 Detektion von Nitrosobenzol, N-Phenylhydroxylamin und Anilin

Es wurden 10 mM Stammlösungen von Nitrosobenzol und N -Phenylhydroxylamin
in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 mit 25 % DMSO (v/v) hergestellt. Diese
wurden mit Puffer auf Konzentrationen von 0,5; 1 und 5 µM verdünnt und ebenso
wie eine reine Pufferlösung mit der unter 5.2.3.3 beschriebenen Methode per HPLC
vermessen.
Eine 50 mM Stammlösung von Anilin in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0/Me-

thanol 1:1 (v/v) wurde mit Puffer auf Konzentrationen von 0,5; 1 und 5 µM verdünnt.
Diese Lösungen sowie eine reine Pufferlösung wurden anschließend in die HPLC inji-
ziert.

5.2.3.5 Trennung von 4-Nitrosophenol, 1,4-Benzochinon und 4-Aminophenol

Folgende HPLC-Methode wurde zur Trennung von 4-Nitrosophenol, 1,4-Benzochinon
und 4-Aminophenol entwickelt:

Pumpe Waters 616 Pump
Detektor Waters 2487 Dual λ Absorbance Detector
Autosampler Waters 717 plus Autosampler
Integrator EZChrom Elite, Version 2.8.3

(Scientific Software Inc., San Ramon, United States)
Stationäre Phase Symmetry max RP, 4 µm, 4,6 × 250 mm

(Phenomenex, Torrance, United States)
Vorsäule: C18, 3 × 4 mm
(Phenomenex, Torrance, United States)

Mobile Phase 10 mM Natriumoctylsulfonat, 10 mM KH2PO4,
10 mM Tetramethylammoniumchlorid, pH 3,5/
Acetonitril 90:10 (v/v)

Flussrate 1,0 ml/min
Laufzeit 40 min
Detektion 229 nm
Injektionsvolumen 10 µl
Retentionszeiten 10, 9 ± 0, 4 min (1,4-Benzochinon)

18, 4 ± 0, 2 min (4-Nitrosophenol)
29, 9 ± 0, 4 min (4-Aminophenol)

Der wässrige Anteil des Fließmittels wurde durch einen Polyamidmembranfilter
(0,45 µm, Sartorius AG, Göttingen) filtriert, bevor der organische Anteil (HPLC-
Grade) zugegeben und das Gemisch für 15 min im Ultraschallbad entgast wurde.
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

5.2.4 Stabilitäten

5.2.4.1 Untersuchungen an 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sowie
4-Aminobenzamidoxim und -amidin

Die Durchführung der Stabilitätsuntersuchungen erfolgte wie unter 2.2.4.2 beschrie-
ben.

5.2.4.2 Untersuchungen an Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N-Phenylhydroxylamin
und Anilin

Zur Überprüfung der Stabilität der Verbindungen unter Inkubationsbedingungen wur-
den diese in einer Konzentration von 500 µM in Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 mit
3 % DMSO (v/v) gelöst. Die erste Probe wurde jeweils sofort nach der Herstellung
per HPLC vermessen. Die übrigen Proben wurden 30, 60 bzw. 120 min bei 37 ◦C im
Schüttelwasserbad inkubiert und anschließend in die HPLC injiziert.
Zur Überprüfung der Stabilität der Verbindungen bei Raumtemperatur wurden je-

weils 500 µM Lösungen in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0/Methanol 1:1 (v/v)
hergestellt, im Autosampler der HPLC inkubiert und nach 0, 1, 2, 3 und 24 Stunden
mit der unter 5.2.3.3 beschriebenen Methode vermessen.

5.2.4.3 Untersuchungen an 4-Nitrosophenol und 4-Aminophenol

Zur Überprüfung der Stabilität von 4-Nitrosophenol unter Inkubationsbedingungen
wurde eine 3 mM Lösung in 20 mM MES-Puffer pH 6,0 mit 5 % DMSO (v/v) ange-
setzt und bei 37 ◦C im Wasserbad inkubiert. Nach 0, 30, 60 und 90 min wurden die
Proben im Verhältnis 1:1 (v/v) mit Methanol versetzt, geschüttelt und mittels der
unter 5.2.3.5 angegebenen Methode per HPLC vermessen.
Zur Überprüfung der Stabilität der Verbindungen bei Raumtemperatur wurden zwei

Ansätze 3 mM 4-Nitrosophenol sowie ein Ansatz 25 µM 4-Aminophenol in 20 mM
MES-Puffer pH 6,0/Methanol 1:1 (v/v) hergestellt und bei Raumtemperatur im Au-
tosampler der HPLC inkubiert. Nach 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Stunden wurden die Proben
mit der unter 5.2.3.5 beschriebenen HPLC-Methode vermessen.

5.2.4.4 Untersuchungen an 4-Nitrosophenol in An- und Abwesenheit von NADH

Zwei Ansätze mit je 3 mM 4-Nitrosophenol in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0
mit 5 % DMSO (v/v) wurden für 3 min bei 37 ◦C im Wasserbad vorinkubiert. Ei-
nem Ansatz wurde 1 mM NADH zugegeben, dem anderen Ansatz das entsprechende
Volumen Pufferlösung, so dass beide Proben ein Gesamtvolumen von 150 µl aufwie-
sen. Nach 15 min Inkubation wurden jeweils 150 µl Methanol zugegeben, die Proben
geschüttelt und per HPLC vermessen.
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5.2.5 Zusammensetzung der in vitro Biotransformationsansätze

Das jeweilige Substrat wurde in einer Konzentration von 3 mM in Puffer gemeinsam
mit dem Protein über 3 min bei 37 ◦C im Schüttelwasserbad vorinkubiert. Die Inku-
bation wurde durch Zugabe von 1 mM NADH gestartet und nach 15 Minuten durch
Hinzufügen von 75 µl eisgekühltem Methanol abgestoppt. Das Inkubationsvolumen
betrug 75 µl. Jeder Ansatz enthielt 5 % DMSO (v/v).
Bei Verwendung der äußeren mitochondrialen Membranfraktion als Enzymquelle

wurde in 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,0 gearbeitet, jeder Ansatz enthielt
2,5 µg Protein. Inkubationen mit den rekombinanten Proteinen wurden in 20 mM
MES-Puffer pH 6,0 durchgeführt, wobei jeder Ansatz 3,75 µg Protein mARC1 bzw.
mARC 2, 37,5 pmol Häm (Cytochrom b5) und 3,75 pmol FAD (Cytochrom b5 Re-
duktase) enthielt. Bei jedem Versuch wurde neben dem zu untersuchenden Substrat
zusätzlich Benzamidoxim unter den beschriebenen Bedingungen inkubiert. Als Kon-
trollen dienten Inkubationsansätze ohne Protein bzw. ohne NADH.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 HPLC-Analytik

5.3.1.1 Detektion von 4-Aminobenzamidoxim und -amidin

An 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sollte untersucht werden, ob die Nitrogruppe
mARC-abhängig bis zur Aminogruppe reduziert wird. Daher wurde zunächst geprüft,
ab welcher Konzentration die potentiellen Amino-Metabolite per HPLC-Analytik de-
tektiert werden können. Sowohl 4-Aminobenzamidoxim als auch 4-Aminobenzamidin
lieferten in den getesteten Konzentrationen von 0,5; 1 und 5 µM gut auswertbare
Signale, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Signalfläche
gegeben war (s. Abbildung 5.5). Repräsentative Chromatogramme beider Verbindun-
gen sind in Abbildung 5.6 gezeigt.
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

Abbildung 5.5: Detektion von 4-Aminobenzamidoxim und 4-Aminobenzamidin

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei verschiedenen Ansätzen, die jeweils
doppelt vermessen wurden.

140



5.3 Ergebnisse

Abbildung 5.6: Repräsentatives Chromatogramm von 4-Aminobenzamidoxim (A)
und 4-Aminobenzamidin (B)

5 µM Lösungen wurden mit der unter 5.2.3.1 beschriebenen Methode vermessen.
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

Analyt Konzentration
(µM)

Signalfläche
(Flächeneinheiten)

Anilin 1 935 ± 70[a]

Anilin 5 4899 ± 115[a]

N -Phenylhydroxylamin 5 1142 ± 395[b]

Nitrosobenzol 5 1706 ± 119[b]

Tabelle 5.1: Detektion von Nitrosobenzol, N -Phenylhydroxylamin und Anilin per
HPLC-Analytik

[a] Mittelwert ± Standardabweichung aus zwei Parallelansätzen, die doppelt mittels der unter 5.2.3.3
beschriebenen HPLC-Methode vermessen wurden, [b] Mittelwert ± Standardabweichung aus zwei
unabhängigen Experimenten, jeder Ansatz wurde einfach vermessen.

5.3.1.2 Detektion von Nitrosobenzol, N-Phenylhydroxylamin und Anilin

Um zu testen, ab welcher Konzentration die potentiellen Metabolite einer mARC-
katalysierten Reduktion von Nitrobenzol auswertbare Signale im Chromatogramm
liefern, wurden entsprechende Lösungen der Konzentration 0,5; 1 und 5 µM per HPLC
analysiert.
Anilin konnte ab einer Konzentration von 1 µM detektiert werden, Nitrosobenzol

und N -Phenylhydroxylamin erst ab einer Konzentration von 5 µM. Eine Übersicht
der detektierten Signale liefert Tabelle 5.1.
Die repräsentativen Chromatogramme in Abbildung 5.7 verdeutlichen, dass ins-

besondere N -Phenylhydroxylamin und Nitrosobenzol nur schwache Signale lieferten,
wobei die Detektion zusätzlich durch den Einfluss des Gradienten auf die Basislinie
erschwert wurde. Des Weiteren ist die Instabilität bzw. Oxidationsempfindlichkeit von
N -Phenylhydroxylamin und Nitrosobenzol zu erkennen, da zusätzlich Nitrosobenzol
bzw. Nitrobenzol detektiert wurden (s. B und C in Abbildung 5.7).
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5.3 Ergebnisse

Abbildung 5.7: Repräsentative Chromatogramme von Anilin (A), N -Phenyl-
hydroxylamin (B) und Nitrosobenzol (C)

5 µM Lösungen wurden mit der unter 5.2.3.3 beschriebenen Methode vermessen. (1) Anilin,
(2) N -Phenylhydroxylamin, (3) Nitrobenzol, (4) Nitrosobenzol
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

5.3.2 Stabilitäten

5.3.2.1 Untersuchungen an 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sowie
4-Aminobenzamidoxim und -amidin

Die Ergebnisse der Stabilitätsuntersuchungen an 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin
sowie 4-Aminobenzamidoxim und -amidin sind in Kapitel 2.3.3.2 dargestellt.

5.3.2.2 Untersuchungen an Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N-Phenylhydroxylamin
und Anilin

Da alle Biotransformationsstudien bei 37 ◦C durchgeführt werden sollten, wurde zu-
nächst die Stabilität der Verbindungen bei dieser Temperatur überprüft (s. Abbil-
dung 5.8).
Nitrobenzol und Anilin waren über die gesamte Versuchsdauer stabil, auch nach

120 min bei 37 ◦C waren noch etwa 98 % bezogen auf die Ausgangskonzentration
nachweisbar. Nitrosobenzol zeigte deutlich geringere Stabilität, nach 120 min lagen
nur noch 46 % bezogen auf den Ausgangswert vor. Jedoch waren nach 30 min noch
99 % und nach 60 min 82 % Nitrosobenzol vorhanden, so dass Versuche bei 37 ◦C
hinsichtlich der Stabilität bis zu einer Inkubationszeit von 30 min unproblematisch
sind. N -Phenylhydroxylamin zeigte deutliche Instabilität. Nach 30 min wurden noch
83 % bezogen auf die Ausgangskonzentration, nach 60 min 44 % und nach 120 min
lediglich noch 13 % detektiert. Somit muss bei Versuchen mit N -Phenylhydroxylamin,
die unter aeroben Bedingungen bei 37 ◦C im Wasserbad durchgeführt werden, die
geringe Stabilität berücksichtigt werden.
Die Auswertung der geplanten Biotransformationsstudien sollte per HPLC erfolgen.

Die Laufzeit der entwickelten HPLC-Methode beträgt 30 min (s. Kapitel 5.2.3.3). Da
die verwendete HPLC-Anlage über keine Möglichkeit zur Temperierung der Proben
verfügte, standen die Proben während der Analyse bei Raumtemperatur im Auto-
sampler und eine ausreichende Stabilität war somit erforderlich (s. Abbildung 5.9).
Anilin zeigte die höchste Stabilität, nach 24 Stunden bei Raumtemperatur im Au-

tosampler wurden 104 % bezogen auf die Ausgangskonzentration detektiert. Im Falle
von Nitrobenzol lagen nach 3 Stunden zwar noch 97 % vor, nach 24 Stunden je-
doch nur noch 73 %. Für Nitrosobenzol konnten nach 3 Stunden noch 91 %, nach
24 Stunden jedoch nur noch 21 % bezogen auf den Ausgangswert nachgewiesen wer-
den. Die geringste Stabilität zeigte N -Phenylhydroxylamin. Nach einer Stunde lagen
noch 89 %, nach 3 Stunden lediglich noch 52 % vor. Nach 24 Stunden wurde kein
N -Phenylhydroxylamin mehr detektiert.
Ziel der Biotransformationsstudien war es, zu untersuchen, ob Nitrobenzol mARC-

abhängig über die Zwischenstufen Nitrosobenzol und N -Phenylhydroxylamin bis zum
Anilin reduziert wird. Anilin zeigte weder bei 37 ◦C noch bei Raumtemperatur An-
zeichen der Instabilität, während der Gehalt an Nitrosobenzol und insbesondere an
N -Phenylhydroxylamin bei beiden Temperaturen im Laufe der Zeit stark abnahm.
Zur Beantwortung der Frage, ob Nitrobenzol durch mARC reduziert wird, sollte die
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5.3 Ergebnisse

Abbildung 5.8: Stabilitäten von Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N -Phenylhydroxyl-
amin und Anilin bei 37 ◦C

Die Zusammensetzung der Lösungen sowie die Versuchsdurchführung ist unter 5.2.4.2 beschrieben.
Dargestellt sind Einzelwerte aus je einem Ansatz.

Bildung von Nitrosobenzol und N -Phenylhydroxylamin somit eher für eine qualitative
Aussage genutzt werden, wohingegen der stabile Metabolit Anilin sich zur Quantifi-
zierung anbietet.
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5 Nitro- und Nitrosoverbindungen

Abbildung 5.9: Stabilitäten von Nitrobenzol, Nitrosobenzol, N -Phenylhydroxyl-
amin und Anilin bei Raumtemperatur

Die Zusammensetzung der Lösungen und die Versuchsdurchführung ist unter 5.2.4.2 beschrieben.
Dargestellt sind Einzelwerte aus je einem Ansatz, der zu verschiedenen Zeitpunkten vermessen wurde.
N -Phenylhydroxylamin war nach 24 Stunden nicht mehr detektierbar.
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Abbildung 5.10: Stabilität von 4-Nitrosophenol unter Inkubationsbedingungen

Die Zusammensetzung der Lösung und die Versuchsdurchführung ist unter 5.2.4.3 beschrieben. Dar-
gestellt sind Einzelwerte aus einem Ansatz.

5.3.2.3 Untersuchungen an 4-Nitrosophenol und 4-Aminophenol

Um zu überprüfen, ob 4-Nitrosophenol ausreichende Stabilität für Biotransformations-
studien bei 37 ◦C aufweist, wurde zunächst das Verhalten bei 37 ◦C im Wasser-
bad untersucht. Anschließend wurde getestet, ob 4-Nitrosophenol und 4-Aminophenol
bei Raumtemperatur im Autosampler stabil genug sind, um in späteren Studien per
HPLC-Analytik vermessen zu werden. Die Abbildungen 5.10 und 5.11 zeigen, dass die
Stabilität beider Verbindungen bei Raumtemperatur sowie von 4-Nitrosophenol unter
Inkubationsbedingungen gegeben war.
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Abbildung 5.11: Stabilitäten von 4-Nitrosophenol und 4-Aminophenol bei Raum-
temperatur

Die Zusammensetzung der Lösungen und die Versuchsdurchführung ist unter 5.2.4.3 beschrieben.
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei unabhängigen Ansätzen (4-Nitroso-
phenol) bzw. Einzelwerte aus nur einem Ansatz (4-Aminophenol).
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Abbildung 5.12: Reduktion von 4-Nitrobenzamidoxim an Nitro- und Amidoxim-
funktion

(1) 4-Nitrobenzamidoxim, (2) 4-Nitrobenzamidin, (3) 4-Aminobenzamidoxim, (4) 4-Aminobenz-
amidin

5.3.3 In vitro Biotransformationsstudien

5.3.3.1 Testung von 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin

Die mARC-abhängige Reduktion von 4-Nitrobenzamidoxim zu 4-Nitrobenzamidin
wurde bereits in Kapitel 2 charakterisiert und beschrieben. Zusätzlich sollte untersucht
werden, ob neben der Amidoxim- auch die Nitrofunktion des 4-Nitrobenzamidoxims
bzw. -amidins reduziert wird. Abbildung 5.12 zeigt eine Übersicht möglicher Biotrans-
formationsschritte.
Per HPLC-Analytik sollte getestet werden, ob die Inkubation von 4-Nitrobenzamid-

oxim mit dem mARC-Enzymsystem neben 4-Nitrobenzamidin auch 4-Aminobenz-
amidoxim bzw. 4-Aminobenzamidin liefert. Zur Absicherung des Ergebnisses wurden
auch mit 4-Nitrobenzamidin Biotransformationsstudien durchgeführt und die Ansätze
per HPLC auf 4-Aminobenzamidin untersucht.
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Inkubationsansatz 4-Nitrobenzamidin[a] Benzamidin[a]

mARC1 5, 8 ± 1, 7 59, 7 ± 5, 6
mARC2 49, 6 ± 5, 4 160, 5 ± 35, 8
OMV 154, 0 ± 17, 6 160, 8 ± 23, 5
Ohne Protein ND -

Tabelle 5.2: Inkubation von 4-Nitrobenzamidoxim und Kontrollinkubation von
Benzamidoxim

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei Versuchen. Jeder Versuch bestand aus
zwei Parallelansätzen, die doppelt vermessen wurden. Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze
ist unter 5.2.5 beschrieben. Die Quantifizierung des 4-Nitrobenzamidins erfolgte über einen 10 µM
Standard. ND = nicht detektierbar, - = nicht bestimmt, [a] (nmol/(min × mg Protein))

5.3.3.1.1 Inkubationen mit 4-Nitrobenzamidoxim

4-Nitrobenzamidoxim wurde sowohl mit der äußeren mitochondrialen Membranfrak-
tion als auch den rekombinanten Proteinen mARC1 bzw. mARC2, Cytochrom b5 und
Cytochrom b5 Reduktase inkubiert. Es wurde jeweils 4-Nitrobenzamidin, aber weder
4-Aminobenzamidoxim noch 4-Aminobenzamidin detektiert.
Exemplarisch sind die Chromatogramme eines Inkubationsansatzes mit äußerer

mitochondrialer Membranfraktion sowie eines Kontrollansatzes ohne Protein gezeigt
(s. Abbildung 5.13). Die Bildung von 4-Nitrobenzamidin und die zur Kontrolle im
gleichen Versuchsansatz durchgeführte Inkubation von Benzamidoxim, welche Benz-
amidin lieferte, belegen, dass die verwendeten Proteine aktiv waren (s. Tabelle 5.2).
Somit konnte gezeigt werden, dass unter den gewählten aeroben Versuchsbedingun-

gen und unter Berücksichtigung der unter 5.3.1.1 bestimmten Detektionsgrenzen der
HPLC-Analytik keine Reduktion der Nitrogruppe von 4-Nitrobenzamidoxim durch
das mARC-Enzymsystem stattfindet.

5.3.3.1.2 Inkubationen mit 4-Nitrobenzamidin

4-Nitrobenzamidin wurde exemplarisch unter Verwendung der äußeren mitochon-
drialen Membranfraktion als Enzymquelle untersucht. Per HPLC konnte in keinem
der Inkubationsansätze 4-Aminobenzamidin detektiert werden (s. Abbildung 5.14).
Die Kontrollinkubation von Benzamidoxim mit der äußeren mitochondrialen Mem-
branfraktion belegte, dass die verwendete Enzymcharge funktionsfähig war (182, 1 ±
19, 9 nmol Benzamidin/(min × mg Protein), Mittelwert ± Standardabweichung aus
zwei unabhängigen Versuchen, wobei jeder Versuch aus zwei Parallelansätzen bestand,
die doppelt vermessen wurden). Somit konnte dargestellt werden, dass unter den ge-
wählten Versuchsbedingungen keine Reduktion der Nitrogruppe des 4-Nitrobenzami-
dins abläuft.
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Abbildung 5.13: Repräsentatives Chromatogramm der Inkubation von 4-Nitro-
benzamidoxim mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion (A) bzw. des
Kontrollansatzes ohne Protein (B)

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze ist unter 5.2.5 beschrieben. Die Parameter der HPLC-
Methode sind unter 5.2.3.1 angegeben. (1) Nicht näher charakterisierte Verunreinigung aus 4-Nitro-
benzamidoxim, (2) 4-Nitrobenzamidoxim, (3) 4-Nitrobenzamidin
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Abbildung 5.14: Repräsentatives Chromatogramm der Inkubation von 4-Nitro-
benzamidin mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion (A) bzw. des
Kontrollansatzes ohne Protein (B)

Die Zusammensetzung des Inkubationsansatzes ist unter 5.2.5 beschrieben. Die Parameter der HPLC-
Methode sind unter 5.2.3.1 angegeben. (1) 4-Nitrobenzamidin
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Abbildung 5.15: Reduktion von Nitrobenzol

(1) Nitrobenzol, (2) Nitrosobenzol, (3) N -Phenylhydroxylamin, (4) Anilin

Inkubationsansatz Benzamidin[a]

mARC1 136, 8 ± 1, 0
mARC2 272, 9 ± 16, 3
OMV 203, 4 ± 4, 1

Tabelle 5.3: Benzamidoxim-Kontrollen aus der Inkubation von Nitrobenzol

Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen aus zwei Parallelansätzen, die doppelt ver-
messen wurden. Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze ist unter 5.2.5 beschrieben.
[a] (nmol/(min × mg Protein))

5.3.3.2 Testung von Nitrobenzol

Neben 4-Nitrobenzamidoxim und -amidin sollte auch am einfachsten Nitroaromaten,
dem Nitrobenzol, untersucht werden, ob eine mARC-katalysierte Reduktion der Nitro-
gruppe erfolgt. Diese Verbindung wurde gewählt, da mit Nitrosobenzol und N -Phenyl-
hydroxylamin auch die Zwischenstufen einer möglichen Reduktion bis zum Anilin
kommerziell erhältlich und somit verfügbar waren (s. Abbildung 5.15).
Weder bei Inkubation von Nitrobenzol mit der äußeren mitochondrialen Mem-

branfraktion noch mit dem mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekombinanten Enzym-
system konnte mittels HPLC Anilin oder eine der Zwischenstufen, Nitrosobenzol bzw.
N -Phenylhydroxylamin, detektiert werden (s. Abbildung 5.16). Die Ansätze der Kon-
trollinkubationen mit Benzamidoxim lieferten sowohl für die äußere mitochondriale
Membranfraktion als auch die rekombinanten Proteine Benzamidin (s. Tabelle 5.3).
Alle verwendeten Enzymquellen waren somit funktionsfähig. Diese Ergebnisse zeigen,
dass unter den gewählten Versuchsbedingungen keine mARC-katalysierte Reduktion
von Nitrobenzol abläuft.
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Abbildung 5.16: Repräsentatives Chromatogramm der Inkubation von Nitro-
benzol mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion (A) bzw. des Kontroll-
ansatzes ohne Protein (B)

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze ist unter 5.2.5 beschrieben. Die Parameter der HPLC-
Methode sind unter 5.2.3.3 angegeben. (1) Nitrobenzol
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Abbildung 5.17: Reduktion von 4-Nitrosophenol

(1) 4-Nitrosophenol, (2) 4-Aminophenol

Inkubationsansatz Signalfläche[a] Konzentration[b]

OMV 94929 ± 2682 276 ± 8
mARC1 94168 ± 5489 274 ± 16
mARC2 90758 ± 7932 264 ± 23
Ohne Protein 85845 ± 3012 249 ± 9
Ohne NADH mit OMV ND ND

Tabelle 5.4: Inkubation von 4-Nitrosophenol mit der äußeren mitochondria-
len Membranfraktion sowie dem mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekombinanten
Enzymsystem

Die Inkubationsbedingungen sind in Kapitel 5.2.5 beschrieben. Angegeben sind Mittelwerte ± Stan-
dardabweichungen aus zwei Parallelansätzen, die doppelt per HPLC vermessen wurden. ND = nicht
detektierbar, [a] Signalfläche von 4-Aminophenol (Flächeneinheiten), [b] Konzentration von 4-Amino-
phenol (µM), zur Auswertung wurde ein 10 µM Standard verwendet.

5.3.3.3 Testung von 4-Nitrosophenol

Anhand von 4-Nitrosophenol sollte untersucht werden, ob aromatische Nitrosover-
bindungen mARC-katalysiert reduziert werden (s. Abbildung 5.17). Diese Verbin-
dung wurde ausgewählt, da für 4-Nitrosophenol beschrieben ist, dass diese Substanz
im Unterschied zu Nitrosobenzol nicht bereits rein chemisch durch NADH reduziert
wird (Bernheim, 1972).
Sowohl bei Inkubation von 4-Nitrosophenol mit der äußeren mitochondrialen Mem-

branfraktion als auch mit dem mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekombinanten Enzym-
system wurde per HPLC-Analytik 4-Aminophenol detektiert (s. Abbildung 5.18).
Allerdings war dies auch bei dem zur Kontrolle mitgeführten Ansatz ohne Protein
der Fall, während der Kontrollansatz, welcher als Enzymquelle äußere mitochondriale
Membranfraktion, jedoch kein NADH enthielt, kein Signal für 4-Aminophenol liefer-
te. Bei Verwendung aller drei Enzymquellen sowie beim Kontrollansatz ohne Protein
wiesen die 4-Aminophenolsignale Flächeneinheiten im Chromatogramm auf, die sich
insbesondere unter Berücksichtigung der Standardabweichungen nur geringügig von-
einander unterscheiden (s. Tabelle 5.4).
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Abbildung 5.18: Repräsentatives Chromatogramm der Inkubation von 4-Nitroso-
phenol mit der äußeren mitochondrialen Membranfraktion (A) sowie des
Kontrollansatzes ohne Protein (B) bzw. ohne NADH mit Protein (C)

Die Zusammensetzung der Inkubationsansätze ist unter 5.2.5 beschrieben. Die Parameter der HPLC-
Methode sind unter 5.2.3.5 angegeben. (1) 4-Nitrosophenol, (2) 4-Aminophenol

156



5.3 Ergebnisse

In einem weiteren Versuch wurde die Stabilität von 4-Nitrosophenol im Inkuba-
tionspuffer ohne Protein in An- bzw. Abwesenheit von NADH getestet (s. Abbil-
dung 5.19). Der NADH-haltige Ansatz lieferte ein klares 4-Aminophenolsignal im
HPLC-Chromatogramm, während bei Vermessung des Kontrollansatzes ohne NADH
kein 4-Aminophenol detektiert wurde. Diese Ergebnisse zeigen, dass 4-Nitrosophenol
unter den gewählten Versuchsbedingungen bereits rein chemisch durch NADH redu-
ziert wird.
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Abbildung 5.19: Stabilität von 4-Nitrosophenol in Anwesenheit (A) bzw. Abwe-
senheit (B) von NADH

Die Versuchsdurchführung ist unter 5.2.4.4 beschrieben. Die Parameter der HPLC-Methode sind
unter 5.2.3.5 angegeben. (1) 4-Nitrosophenol, (2) 4-Aminophenol
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5.4 Diskussion

5.4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals anhand verschiedener aromatischer Ni-
troverbindungen gezeigt werden, dass unter aeroben Inkubationsbedingungen keine
mARC-katalysierte Reduktion der Nitrogruppe abläuft.
Die Inkubation von 4-Nitrobenzamidoxim lieferte weder bei Einsatz der äußeren

mitochondrialen Membranfraktion noch bei Verwendung des mARC1- bzw. mARC2-
haltigen rekombinanten Enzymsystems 4-Aminobenzamidoxim oder -amidin. Aller-
dings konnte in allen Fällen 4-Nitrobenzamidin detektiert werden. Zur Kontrolle wur-
de im gleichen Versuch Benzamidoxim inkubiert. Bei allen drei Enzymquellen konn-
te mittels HPLC-Analytik Benzamidin detektiert werden. Die verwendeten Proteine
waren somit funktionsfähig und es konnte ausgeschlossen werden, dass aufgrund in-
aktiver Enzymquellen keine Reduktion der Nitrogruppe erfolgte. Auch die Inkubation
von 4-Nitrobenzamidin, welche exemplarisch mit der äußeren mitochondrialen Mem-
branfraktion als Enzymquelle durchgeführt wurde, lieferte keine Hinweise für eine
Reduktion von Nitrogruppen durch das mARC-Enzymsystem.
Bei Inkubation von Nitrobenzol ermöglichten die kommerziell verfügbaren Reduk-

tionszwischenstufen Nitrosobenzol und N -Phenylhydroxylamin eine detailliertere Ana-
lytik. Für Nitrosobenzol wurde von Bernheim (1972) eine rein chemische Reduktion
durch NADH zum N -Phenylhydroxylamin beschrieben, welche durch eigene Versuche
bestätigt wurde (Daten nicht gezeigt). N -Phenylhydroxylamin gehört zur Stoffklasse
der Hydroxylamine, für welche die mARC-katalysierte Reduktion bereits bekannt und
am Beispiel von Sulfamethoxazolhydroxylamin ausführlich charakterisiert wurde (Ott,
2013). Eigene Versuche bestätigten, dass N -Phenylhydroxylamin sowohl durch die
äußere mitochondriale Membranfraktion als auch das mARC1- bzw. mARC2-haltige
Enzymsystem zu Anilin reduziert wird (Daten nicht gezeigt). Die Instabilität der
Verbindung (s. Kapitel 5.3.2.2) schränkt die Aussagekraft quantitativer Auswertun-
gen von in vitro Biotransformationsstudien an N -Phenylhydroxylamin jedoch stark
ein. Da mit Sulfamethoxazolhydroxylamin bereits ein geeignetes Modellsubstrat für
Biotransformationsstudien an Hydroxylaminen im Arbeitskreis etabliert war, wurden
im Rahmen dieser Arbeit keine weiteren Inkubationen mit N -Phenylhydroxylamin
durchgeführt.
Sowohl die Reduktion von Nitrosobenzol zu N -Phenylhydroxylamin als auch von

N -Phenylhydroxylamin zu Anilin lief unter den gewählten Versuchsbedingungen ab,
der erste Schritt bereits rein chemisch durch NADH, der zweite Schritt mARC-kataly-
siert. Wenn eine Reduktion von Nitrobenzol zu Nitrosobenzol durch mARC katalysiert
würde, müssten somit die Zwischenstufen Nitrosobenzol und N -Phenylhydroxylamin
bzw. das stabile Reduktionsendprodukt Anilin per HPLC detektierbar sein. Jedoch
wurde keine der genannten Verbindungen detektiert. Somit konnte neben 4-Nitro-
benzamidoxim und -amidin an einer dritten aromatischen Nitroverbindung gezeigt
werden, dass unter den gewählten Inkubationsbedingungen keine mARC-katalysierte
Reduktion der Nitrogruppe abläuft.
In weiterführenden Studien sollte untersucht werden, ob Nitroverbindungen unter
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anaeroben Inkubationsbedingungen durch mARC umgesetzt werden, da für Nitrit eine
mARC1- bzw. mARC2-vermittelte Freisetzung von NO unter anaeroben Bedingun-
gen beschrieben ist (Sparacino-Watkins et al., 2014). Außerdem muß berücksichtigt
werden, dass nur für die im Rahmen dieser Arbeit gewählten und im Arbeitskreis eta-
blierten Inkubationsbedingungen sowie unter Berücksichtigung der Detektionsgrenzen
der HPLC gezeigt ist, dass keine Reduktion der Nitrogruppe abläuft.
Die Frage, ob das mARC-Enzymsystem an der Reduktion aromatischer Nitroso-

verbindungen beteiligt ist, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht abschließend ge-
klärt werden. Von Bernheim (1972) wurde beschrieben, dass Nitrosobenzol, nicht aber
4-Nitrosophenol, chemisch durch NADH zur entsprechenden Aminoverbindung redu-
ziert wird. Daher wurde 4-Nitrosophenol als Modellverbindung einer aromatischen
Nitrosoverbindung gewählt.
Entgegen der Aussage von Bernheim wurde jedoch in den eigenen Arbeiten eine rein

chemische Reduktion von 4-Nitrosophenol zu 4-Aminophenol detektiert. Von Maskos
und Winston (1994) wurde der Mechanismus der Reduktion von 4-Nitrosophenol ka-
talysiert durch humane Alkoholdehydrogenase bzw. Alkoholdehydrogenase der Pfer-
deleber untersucht. Für beide Enzymquellen wurden hierbei unterschiedliche Mecha-
nismen diskutiert. Im ersten Schritt erfolgte jeweils die enzymatische Reduktion zur
Hydroxylaminverbindung, gefolgt von enzymatischen und nicht enzymatischen Re-
aktionsschritten über 1,4-Benzochinon bzw. das 4-Hydroxybenzylnitreniumion zum
4-Aminophenol. Ebenso wie von Bernheim (1972) beschrieben, konnten sie keine nicht-
enzymatische Reduktion des 4-Nitrosophenols durch NAD(P)H detektieren.
Möglicherweise liefern die gewählten Versuchsbedingungen eine Erklärung dafür,

dass entgegen der Angaben von Bernheim (1972) und Maskos und Winston (1994)
in den eigenen Arbeiten eine rein chemische Reduktion des 4-Nitrosophenol durch
NADH detektiert wurde. Während Maskos und Winston (1994) zur Inkubation 20 µM
4-Nitrosophenol und 0,1 mM NADH einsetzten und den Verlauf der Reaktion photo-
metrisch verfolgten, wurden im Rahmen dieser Arbeit 3 mM Substrat und 1 mM
NADH verwendet und entstehende Metabolite mittels HPLC-Analytik quantifiziert.
Da die Reaktionsgeschwindigkeit außer bei Reaktionen 0. Ordnung von den Konzen-
trationen der Reaktanden abhängig ist (Mortimer und Müller, 2003), könnten die
unterschiedlichen Konzentrationen sowie Konzentrationsverhältnisse, in denen 4-Ni-
trosophenol und NADH jeweils eingesetzt wurden, einen Einfluss auf das Ergebnis
haben.
In weiterführenden Studien sollte versucht werden, beispielsweise durch Variation

der Konzentrationen an Nitrosoverbindung und NADH, die Versuchsbedingungen so-
weit zu optimieren, dass keine nichtenzymatische Reduktion mehr detektiert werden
kann und trotz insgesamt geringerer Konzentrationen eine quantitative Auswertung
der in vitro Biotransformationsstudien mittels HPLC-Analytik möglich ist. Eine Ver-
ringerung der Konzentrationen an 4-Nitrosophenol und NADH könnte ferner helfen,
im Rahmen der in vitro Biotransformationsstudien möglichst physiologische Bedin-
gungen zu simulieren, da NADH auch in vivo in deutlich geringerer Konzentration
vorliegt (Yu und Heikal, 2009).
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5.5 Zusammenfassung

Anhand von 4-Nitrobenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidin und Nitrobenzol konnte ge-
zeigt werden, dass unter den im Arbeitskreis etablierten aeroben Inkubationsbedin-
gungen keine mARC-katalysierte Reduktion aromatischer Nitroverbindungen abläuft.
Als aromatische Nitrosoverbindung wurde exemplarisch 4-Nitrosophenol untersucht.

Unter den gewählten aeroben Inkubationsbedingungen erfolgte bereits eine nichten-
zymatische Reduktion durch NADH. Daher steht eine abschließende Beurteilung der
Beteiligung des mARC-Enzymsystems an der Reduktion aromatischer Nitrosoverbin-
dungen noch aus und sollte Gegenstand zukünftiger Studien sein.
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Struktur-Aktivitäts-Beziehungen am
mARC-Enzymsystem untersucht. Seit der Identifizierung des Molybdoenzyms mARC
als dritter Komponente eines N -reduktiven Enzymsystems, bestehend aus mARC,
Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase, wurde die rekombinante Herstellung
der humanen Proteine etabliert und deren in vitro Rekonstitution optimiert.
Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der N -Reduktion unterschiedlich substituierter De-

rivate des Modellsubstrates Benzamidoxim wurden bereits von Karhan (2002) analy-
siert, jedoch waren zu diesem Zeitpunkt weder die Identität noch die Lokalisation der
dritten Komponente des N -reduktiven Enzymsystems aufgeklärt. In Folge wurden als
Enzymquellen Schweinelebermikrosomen sowie ein rekonstituiertes System verwendet,
welches aus CYP2D, Cytochrom b5 und Cytochrom b5 Reduktase, gereinigt aus der
Schweineleber, bestand.
In der vorliegenden Arbeit wurde zunächst der Einfluss des Substituenten in para-

Position von Benzamidoxim auf die physikochemischen Eigenschaften der Amidoxim-
funktion untersucht. Mittels Korrelationsanalysen konnte ein Zusammenhang zwi-
schen den elektronischen Eigenschaften der Substituenten, charakterisiert durch die
Hammett-Konstante σ, und den chemischen Verschiebungen im 1H-NMR sowie den
Redoxpotentialen der Verbindungen detektiert werden. Von Girreser et al. (2002)
wurde bereits eine Korrelation zwischen den Hammett-Konstanten der Substituenten
sowie den chemischen Verschiebungen im 15N-NMR beschrieben. Die Substituenten
in para-Position von Benzamidoxim beeinflussen somit sowohl die Elektronendichte
der Stickstoff- als auch der Wasserstoffatome innerhalb der Amidoximfunktion.
Mittels Cyclischer Voltammetrie und Differentieller Puls-Voltammetrie wurde die

elektrochemische Reduktion der para-substituierten Benzamidoxime charakterisiert
und Redoxpotentiale im Bereich von -0,8 bis -1,5 V vs. NHE bei pH 6,0 detektiert.
Die Korrelationsanalyse ergab, dass elektronenziehende Substituenten die elektroche-
mische Reduktion begünstigen, während elektronenschiebende Substituenten diese er-
schweren und somit negativere Redoxpotentiale zur Folge haben.
Die Charakterisierung der enzymatischen N -Reduktion para-substituierter Benz-

amidoxime erfolgte im Rahmen dieser Arbeit erstmals unter Verwendung der äu-
ßeren mitochondrialen Membranfraktion der Schweineleber sowie des mARC1- bzw.
mARC2-haltigen rekombinanten Enzymsystems. Mittels Korrelationsanalyse konnte
gezeigt werden, dass bei keiner der Enzymquellen ein eindeutiger Zusammenhang zwi-
schen elektronischen Eigenschaften der Substituenten bzw. deren Lipophilie und den
kinetischen Parametern besteht. Jedoch lieferte mit 4-Nitrobenzamidoxim jeweils ei-
ne Verbindung mit stark elektronenziehendem Substituenten die geringsten und mit
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4-Methylbenzamidoxim eine Verbindung mit elektronenschiebendem Substituenten
die höchsten Umsetzungsraten.
Weiterführende Studien sollten sich damit beschäftigen, die Unterschiede zwischen

elektrochemischer und enzymatischer Reduktion aufzuklären. Von Havemeyer et al.
(2011) wurde im Rahmen eines hypothetischen Mechanismuses der enzymatischen
N -Reduktion durch das mARC-Enzymsystem eine koordinative Bindung zwischen
Molybdän des Moco und Sauerstoff des Substrats postuliert, welche den Elektronen-
transfer im enzymatischen System begünstigen könnte. Die elektrochemisch bestimm-
ten Redoxpotentiale der para-substituierten Benzamidoxime liegen noch unterhalb
des Potentials des Elektronendonors im enzymatischen System, NADH. Eine Verein-
fachung des Elektronentransfers durch die beschriebene koordinative Bindung könnte
erklären, warum im enzymatischen System trotz der stark negativen Potentiale der
Amidoximfunktion, welche anhand von Ethandiamidoxim von Cerdá et al. (1985)
ebenfalls beschrieben wurden, eine Reduktion möglich ist. Des Weiteren könnte die
Begünstigung der N -Reduktion durch die koordinative Bindung größeren Einfluss auf
die enzymatische Reaktion haben als die elektronischen Eigenschaften der Substituen-
ten und somit Unterschiede zwischen enzymatischer und elektrochemischer Reduktion
erklären.
Zur Testung dieser Hypothesen könnten MoIV-Modellverbindungen mit positiver-

em Redoxpotential als Benzamidoxim synthetisiert und mit Benzamidoxim inkubiert
werden. Sollte hierbei Benzamidin resultieren, könnte die Begünstigung der Reduktion
durch eine koordinative Bindung zwischen Molybdän und Substrat bestätigt werden.
Alle para-substituierten Benzamidoxime, welche im Rahmen dieser Arbeit unter-

sucht wurden, wurden sowohl durch die äußere mitochondriale Membranfraktion als
auch das rekombinante mARC1- bzw. mARC2-haltige Enzymsystem zu den korres-
pondierenden Benzamidin-Metaboliten reduziert, wobei teils deutliche Unterschiede
in den Umsetzungsraten detektiert wurden. Mittels Korrelationsanalyse konnte ge-
zeigt werden, dass diese weder durch die elektronischen Eigenschaften der Substitu-
enten noch deren Lipophilie begründet sind. Somit können diese Faktoren bei der
Entwicklung und Optimierung neuer Amidoxim-Prodrugs, zumindest hinsichtlich der
Bioaktivierung, vernachlässigt werden.
Weiterführende Studien sollten durchgeführt werden, um beispielsweise den Ein-

fluss sterischer Effekte auf die N -Reduktion zu testen. Nach Aufklärung der Kristall-
struktur von mARC könnten 3D-QSAR-Studien durchgeführt werden, um so letzt-
lich die rationale Entwicklung von Amidoxim-Prodrugs, welche durch das mARC-
Enzymsystem aktiviert werden, aber auch N -hydroxylierten Arzneistoffen, welche
mARC-vermittelt inaktiviert werden, zu optimieren.
Erstmals wurden im Rahmen dieser Arbeit Versuche zur Bestimmung des Re-

doxpotentials von mARC1 mittels direkter Proteinelektrochemie durchgeführt. Hier-
bei wurde mittels Cyclischer Voltammetrie und Differentieller Puls-Voltammetrie ein
pH-abhängiger Prozess detektiert und unter Verwendung der Laviron- und Nernst-
Gleichung gezeigt, dass zwei Elektronen und zwei Protonen an diesem beteiligt sind.
Per Differentieller Puls-Voltammetrie wurde ein Redoxpotential von -335 mV vs. NHE
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bei pH 7,4 bestimmt, welches in Einklang mit Redoxpotentialen anderer Molybdoen-
zyme steht (Hille, 1996). Allerdings liegt dieses Potential negativer als aufgrund des
postulierten Elektronenflusses im mARC-Enzymsystem von NADH zu FAD (Cyto-
chrom b5 Reduktase), zu Häm (Cytochrom b5), zu Moco (mARC) erwartet. Der Be-
weis, dass es sich bei dem ermitteltem Potential tatsächlich um den Übergang zwischen
MoIV und MoVI des Moco handelt, steht noch aus, da bei Zugabe des Modellsubstrates
Benzamidoxim bisher kein katalytischer Stromfluss im Sinne einer Bioelektrokatalyse
detektiert wurde.
In weiterführenden Studien sollten daher neben Graphit weitere Elektrodenmateria-

lien sowie Oberflächen-modifizierte Arbeitslektroden eingesetzt werden, um Einfluss
auf die Adsorption und Orientierung von mARC an der Elektrodenoberfläche zu neh-
men. Ziel sollte es sein, einen Elektronentransfer zwischen Elektrode, Enzym und
Substrat zu ermöglichen, das im Rahmen dieser Arbeit bestimmte Redoxpotential zu
verifizieren und die kinetischen Parameter der Bioelektrokatalyse zu ermitteln.
Von Havemeyer et al. (2010) wurde anhand von N -Hydroxyvaldecoxib, einem Pro-

drug des COX-2 Inhibitors Valdecoxib, sowie den Modellverbindungen N -Hydroxy-
benzolsulfonamid bzw. N -Hydroxytoluolsulfonamid bereits die mARC-katalysierte
Reduktion N -hydroxylierter Sulfonamide beschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit soll-
te die N -Reduktion eines aromatischen und eines aliphatischen N -Hydroxysulfon-
amids charakterisiert werden. Beide Verbindungen stellen Entwicklungsprodukte aus
der Reihe neuartiger HNO-Donoren zur Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen dar,
welche chemisch unter Bildung der entsprechenden Sulfinsäure HNO freisetzten. Die
mARC-vermittelte N -Reduktion zum Sulfonamid verhindert die HNO-Freisetzung
und führt daher in vivo zur Inaktivierung.
Der Vergleich der kinetischen Parameter zeigte, dass beide Verbindungen bevorzugt

durch das mARC1-haltige Enzymsystem umgesetzt werden. 4-Chlorphenyl-N -hydro-
xymethansulfonamid, mit aliphatischer N -Hydroxysulfonamidstruktur und lipophi-
lem Chlorsubstituenten, lieferte sowohl für mARC1 als auch mARC2 höhere Umset-
zungsraten als N -Hydroxy-3-methylsulfonylbenzolsulfonamid, einer Verbindung mit
aromatischer N -Hydroxysulfonamidstruktur und eher hydrophilem Substituenten.
Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass bei der Entwicklung von HNO-Donoren

hydrophile Verbindungen mit aromatischem Charakter der N -Hydroxysulfonamid-
struktur im Vordergrund stehen sollten, da diese vermutlich in geringerem Ausmaß
mARC-vermittelt reduziert und somit inaktiviert werden als entsprechend lipophile-
re Verbindungen mit aliphatischer N -Hydroxysulfonamidstruktur. Zur Prüfung die-
ser Hypothese sollten QSAR-Studien mit einer ausreichenden Anzahl an Verbindun-
gen durchgeführt werden, welche beispielsweise anstelle des Benzolrings Heterocyclen
aufweisen, sich in Art und Lokalisation des Substituenten unterscheiden und zwi-
schen Aromat und N -Hydroxysulfonamidstruktur aliphatische Ketten unterschiedli-
cher Länge aufweisen. Ziel sollte es hierbei sein, eine Verbindung zu generieren, welche
optimale HNO-Freisetzungseigenschaften und geringe mARC-katalysierte N -Reduktion
vereint.

Sparacino-Watkins et al. (2014) konnten zeigen, dass das mARC-Enzymsystem un-
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ter anaeroben Bedingungen die Freisetzung von NO aus Nitrit katalysiert. Beschrieben
ist außerdem die Reduktion zahlreicher N -hydroxylierter und N -oxygenierter Verbin-
dungen unter aeroben Bedingungen durch das mARC-Enzymsystem. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit sollte erstmals gestestet werden, ob auch aromatische Nitro- bzw.
Nitrosoverbindungen mARC-vermittelt reduziert werden.
Anhand von 4-Nitrobenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidin und Nitrobenzol konnte ge-

zeigt werden, dass unter den verwendeten aeroben Versuchsbedingungen keine mARC-
katalysierte Reduktion abläuft. Als aromatische Nitrosoverbindung wurde 4-Nitroso-
phenol gewählt, da in der Literatur beschrieben ist, dass diese Verbindung, anders
als beispielsweise Nitrosobenzol, nicht bereits rein chemisch durch NADH reduziert
wird (Bernheim, 1972; Maskos und Winston, 1994). Unter den verwendeten Versuchs-
bedingungen wurde jedoch in Abwesenheit von Proteinen eine NADH-vermittelte Re-
duktion zum 4-Aminophenol detektiert, so dass die Frage, ob das mARC-Enzymsystem
an der Reduktion aromatischer Nitrosoverbindungen beteiligt ist, unter den gewählten
Bedingungen anhand dieser Verbindung nicht zu beantworten war. In weiterführen-
den Versuchen könnte untersucht werden, ob die An- bzw. Abwesenheit von Sauerstoff
einen Einfluss auf die Reduktion der getesteten Nitro- bzw. Nitrosoverbindungen hat.
Während die physiologische Funktion des mARC-Enzymsystems bisher nicht ein-

deutig geklärt ist, ist die Beteiligung des Enzymsystems an der Aktivierung von
Amidoxim-Prodrugs sowie Inaktivierung von Arzneistoffen mitN -hydroxylierten Struk-
turen, welche zur Erzielung der Wirkung in vivo essentiell sind, allgemein akzeptiert.
Struktur-Aktivitäts-Beziehungen am mARC-Enzymsystem können somit einen we-
sentlichen Beitrag im Rahmen der Arzneimittelforschung liefern und sollten neben
der Aufklärung der physiologischen Bedeutung des Enzymsystems Gegenstand zu-
künftiger Forschung sein.
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7 Materialien und Geräte

7.1 Substanzen und sonstige Materialien

Wenn nicht anders angegeben, stammten die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen
von der Firma Carl Roth GmbH, Karlsruhe. Alle Chemikalien wurden in der höchsten
verfügbaren Reinheit bezogen.

Substanz/Material Hersteller

96-Well Microplate Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Acetonitril (HPLC-Grade) Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Albumin Standard (2 mg/ml) Thermo Scientific, Rockford, USA

Amersham HyperfilmTM ECL GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

AmershamTM ECL Plus Western
Blotting Detection Reagent

GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

4-Aminobenzamidin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

4-Aminophenol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Ammoniak J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Ammoniumacetat AppliChem GmbH, Darmstadt

Anilin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

BCA Protein Assay Kit Pierce R© Thermo Scientific, Rockford, USA

Benzamidin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Benzamidoxim Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim
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Substanz/Material Hersteller

1,4-Benzochinon abcr GmbH & Co KG, Karlsruhe

β-Mercaptoethanol Merck KGaA, Darmstadt

Bromphenolblau Merck KGaA, Darmstadt

Eisessig J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Ethanol Merck KGaA, Darmstadt

4-Hydroxybenzamidin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

4-Hydroxybenzamidoxim Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt

Methanol (HPLC-Grade) J. T. Baker, Deventer, Niederlande

4-Methoxybenzamid Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

4-Methoxybenzamidin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

NADH Merck KGaA, Darmstadt

Natriumchlorid Merck KGaA, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck KGaA, Darmstadt

Natriumoctylsulfonat TCI Deutschland GmbH, Eschborn

Nitrobenzol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Nitrosobenzol Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

4-Nitrosophenol abcr GmbH & Co KG, Karlsruhe

N -Phenylhydroxylamin Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Ortho-Phosphorsäure, 85 % Merck KGaA, Darmstadt

PageRulerTM Plus Prestained Protein
Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

168



7.1 Substanzen und sonstige Materialien

Substanz/Material Hersteller

Plastibrand UV-Küvette mikro Brand GmbH & Co KG, Wertheim

PVDF Transfer Membrane Amersham
HybondTM-P

GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Reaktionsgefäße 1,5 ml/2,0 ml Sarstedt AG & Co., Nümbrecht

Salzsäure, 36 % J. T. Baker, Deventer, Niederlande

Trifluoressigsäure AppliChem GmbH, Darmstadt

Whatman R© Polyamidmembranfilter
0,45 µm

Whatman GmbH, Dassel
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7 Materialien und Geräte

7.2 Geräte

Gerät Hersteller

Cary 50 Scan UV-Visible
Microplate Reader

Varian GmbH, München

Cary 50 Scan UV-Visible
Spectrophotometer

Varian GmbH, München

Cary Win UV Software Version 2.0 Varian GmbH, München

Electrophoresis Power Supply EPS 301 GE Healthcare, Chalfont St Giles, UK

Hochleistungszentrifuge J2-21 M/E,
Rotor JA10

Beckman Coulter, Krefeld

Jupiter Fleischwolf Typ 885 Jupiter Kitchen Tools GmbH,
Schorndorf

Messer-Homogenisator Eigenbau der Universität Austin, Texas

Millipore Schlauchpumpe für Organ-
perfusion Model XX8200230

Millipore GmbH, Schwalbach

pH-Messgerät inoLab R© pH level 1 Wissenschaftlich-Technische
Werkstätten GmbH, Weinheim

Pipetten Reference R© Eppendorf Eppendorf AG, Hamburg

Potter-Elvehjem Homogenisator
mit Teflonpistill

B. Braun Biotech International,
Melsungen

Schüttelwasserbad GFL 1087 Gesellschaft für Labortechnik,
Burgwedel

SDS-PAGE Mini Protean R©

Tetra Cell System
Bio-Rad Laboratories GmbH, München

Tischzentrifuge Hettich Mikro 200 Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

Ultraschallbad, Sonorex,
Super RK 510H

Bandelin, Berlin

Ultrazentrifuge L7-65, Rotor 45 Ti Beckman Coulter, Krefeld

Vortex Genie R© 2 Scientific Industries Inc., Bohemia, USA

Vortexer IKA-Vibrax-VXR IKA R©-Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Waage Sartorius CP 225D Sartorius AG, Göttingen

Waage Sartorius L 2200P Sartorius AG, Göttingen
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Kurzfassung

Die mitochondriale Amidoxim Reduzierende Komponente (mARC) wurde 2006 als
viertes Molybdoenzym neben der Sulfitoxidase, Xanthinoxidoreduktase und Aldehyd-
oxidase im menschlichen Organismus identifiziert. Gemeinsam mit Cytochrom b5 und
Cytochrom b5 Reduktase bildet mARC ein Enzymsystem, welches die N -Reduktion
zahlreicher N -hydroxylierter bzw. N -oxygenierter Verbindungen katalysiert und so-
mit an der Aktivierung von Prodrugs und Inaktivierung von Arzneistoffen in vivo
beteiligt ist. Ziel dieser Arbeit war es, Struktur-Aktivitäts-Beziehungen am mARC-
Enzymsystem zu untersuchen.
Anhand unterschiedlich substituierter Derivate des Modellsubstrats Benzamidoxim

konnte gezeigt werden, dass die elektronischen Eigenschaften des Substituenten in
para-Position, dargestellt durch die Hammett-Konstante, die physikochemischen Ei-
genheiten der Amidoximfunktion, repräsentiert durch die chemischen Verschiebungen
im 1H-NMR und die Redoxpotentiale, beeinflussen. Zur Charakterisierung der enzy-
matischen Reduktion dieser Verbindungen wurden die kinetischen Parameter KM und
Vmax unter Verwendung der äußeren mitochondrialen Membranfraktion der Schwei-
neleber sowie des humanen mARC1- bzw. mARC2-haltigen rekombinanten Enzymsys-
tems als Proteinquelle bestimmt. Mittels Korrelationsanalyse konnte gezeigt werden,
dass die hierbei detektierten Unterschiede weder durch die elektronischen Eigenschaf-
ten der Substituenten noch deren Lipophilie begründet sind. Bei der rationalen Ent-
wicklung neuer Amidoxim-Prodrugs können diese Substituenteneigenschaften somit
zumindest hinsichtlich der Bioaktivierung vernachlässigt werden. Elektronenziehen-
de Substituenten begünstigten die elektrochemische Reduktion der untersuchten pa-
ra-substituierten Benzamidoxime, nicht jedoch die enzymatische, mARC-katalysierte
Reduktion.
Das Redoxverhalten von humanem mARC1 wurde mittels direkter Proteinelektro-

chemie analysiert und ein Prozess detektiert, an dem zwei Elektronen und zwei Pro-
tonen beteiligt waren.
Die mARC-vermittelte Inaktivierung N -hydroxylierter Sulfonamide, Entwicklungs-

produkte aus der Klasse neuartiger HNO-Donoren zur Therapie kardiovaskulärer Er-
krankungen, wurde verglichen. Erste Hypothesen zu Struktur-Aktivitäts-Beziehungen
konnten formuliert werden, welche in weiteren Studien zu überprüfen sind.
Am Beispiel von 4-Nitrobenzamidoxim, 4-Nitrobenzamidin und Nitrobenzol konnte

gezeigt werden, dass Nitrogruppen aromatischer Verbindungen unter aeroben Bedin-
gungen nicht durch das mARC-Enzymsystem reduziert werden.





Abstract

The mitochondrial Amidoxime Reducing Component (mARC) was identified in 2006
as the fourth molybdenum containing enzyme besides sulfitoxidase, xanthinoxidase,
and aldehydoxidase in humans. Together with cytochrome b5 and cytochrome b5 re-
ductase, mARC forms an enzyme system which catalyzes the N -reduction of numerous
N -hydroxylated and N -oxygenated compounds and is thus involved in activation of
prodrugs and inactivation of drugs in vivo.
This study was conducted to gain knowledge about structure-activity relationships

of the mARC-containing enzyme system.
The influence of the electronic properties of the substituent in para-position, re-

presentated by Hammett´s σ, on the physicochemical properties of the amidoxime
function, representated by the chemical shifts in 1H-NMR and the redox potentials,
was demonstrated using several derivatives of the model substrate benzamidoxime.
The kinetic parameters KM and Vmax of the enzymatic reduction of these compounds
were determined using outer mitochondrial membrane vesicles of porcine liver as well
as the human mARC1- and mARC2-containing recombinant enzyme system. Corre-
lation analysis led to the conclusion that differences detected for KM and Vmax are
not due to the electronic properties or the lipophilicity of the substituents. Thus,
these substituent properties can be ignored during the rational development of new
amidoxime prodrugs, at least regarding bioactivation. Electron-withdrawing substi-
tuents facilitated the electrochemical reduction of the investigated para-substituted
benzamidoximes, but not the enzymatic, mARC-catalyzed reduction.
The redox behavior of recombinant mARC1 was studied by direct proteinelectro-

chemistry and a process was detected in which two electrons and two protons were
involved.
The mARC-mediated inactivation of N -hydroxylated sulfonamides, new drug can-

didates belonging to the class of HNO-donors for the treatment of cardiovascular
diseases, was investigated. As a result, first assumptions about structure-activity re-
lationships were formulated which need to be verified by further research.
Regarding 4-nitrobenzamidoxime, 4-nitrobenzamidine, and nitrobenzene, it could

be demonstrated that the mARC-containing enzyme system is not capable of reducing
nitro groups of aromatic compounds under aerobic conditions.


