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Einleitung 2 

1 Einleitung 

1.1 Enzymaktivität  

Die Enzymaktivität wird in Katal (kat = mol·s-1) gemessen und beziffert die Umsetzung 

von einer Stoffmenge (Mol) pro Zeiteinheit (Sekunde). Klassisch nutzt man 

gelegentlich noch Enzymeinheiten (Unit, U). Sie beziffern den Umsatz von 1 µmol 

Substrat pro Minute. Von spezifischer katalytischer Aktivität spricht man, wenn man 

die Enzymaktivität auf die Proteinmenge bezieht. Die dazugehörigen Maßeinheiten 

sind dann Unit pro Milligramm (U·mg-1) bzw. Katal pro Kilogramm (kat·kg-1) 

(Bisswanger, 2014). 

Zur Quantifizierung von Enzymaktivitäten braucht man ein physikalisches Signal, das 

den Verbrauch eines Substrates oder die Bildung eines Produktes anzeigt. Häufig 

nutzt man dazu optische Signale wie Absorption, Fluoreszenz oder Lumineszenz, aber 

auch elektrische Signale, wie Spannung und Leitfähigkeit oder auch mechanische wie 

Gasdruck und Masse lassen sich je nach Art der enzymatischen Umsetzung nutzen 

(Bisswanger, 2014). Es gibt aber auch enzymatisch katalysierte Reaktionen, die sich 

nicht direkt messen lassen, denen man eine sogenannte Indikatorreaktion nach- 

schaltet. Dabei handelt es sich um eine enzymatisch katalysierte Reaktion, die das 

Produkt der eigentlich zu messenden Reaktion umsetzt und die leicht messbar ist 

(Bisswanger, 2014). 

Enzymkatalysierte Redox-Reaktionen, bei denen NAD(P)H der Elektronendonor ist, 

lassen sich besonders gut über die Absorption bei 340 nm (Abbildung 1 und 

Abbildung 2) oder über Fluoreszenz (Abbildung 3) quantifizieren (Chance, 1991). 
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Abbildung 1: NAD+/ NADH-Strukturformeln mit R1 = Ribose-P-P-Adenosin 

 

Abbildung 2: Absorptionsspektrum von NADH und NAD+ im Vergleich 

Das Spektrum wurde in einer Quarzküvette bei 30 °C in einem UV-2600i Spektrophotometer 
mit einer Konzentration von 200 µM aufgenommen. 
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Abbildung 3: NADH-Fluoreszenzspektrum 

Exzitation ist die (auf die Fläche normierte) Fluoreszenzintensität gemessen bei konstanter 
Emissionswellenlänge (480 nm); Emission ist die (auf die Fläche normierte) 
Fluoreszenzintensität gemessen bei konstanten Anregungswellen. Aufgenommen mit einem 
Platereader Tecan Infinite 200Pro in 96-well-Polystyrolplatten. Beide Spektren wurden jeweils 
aus 13 normierten Spektren gemittelt. 

Wird bei einer (enzymatischen) Reaktion NADH verbraucht, so kann man die 

Absorptionsabnahme photometrisch gut verfolgen und entsprechend enzymatische 

Umsetzungsraten quantifizieren. 

Um Enzyme näher zu charakterisieren, misst man ihre Aktivität bei unterschiedlichen 

Substratkonzentrationen bei ansonsten konstant gehaltenen Reaktionsparametern. 

Eine Auftragung der gemessenen Aktivität über der Substratkonzentration ergibt im 

einfachsten Fall eine hyperbolische Sättigungskurve, die mit der Michaelis-Menten 

Gleichung beschrieben werden kann: 

(Gleichung Nr. 1)  (Michaelis et al., 1913). 
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Darin ist Vmax die Maximalaktivität bei Substratsättigung des Enzyms und die 

Michaelis-Menten-Konstante KM ist die Substratkonzentration, bei der halbmaximale 

Aktivität erreicht wird. 

Eine halblogarithmische Auftragung (Aktivität über dem Logarithmus der 

Substratkonzentration) ergibt eine sigmoidale Kurve, die mit einer logistischen 

Gleichung beschrieben werden kann: 

 (Gleichung Nr. 2)  

Diese Gleichung kann durch einfache algebraische Umformung aus der Michaelis-

Menten-Gleichung Nr.1 abgeleitet werden. pS und pKM sind die mit -1 multiplizierten 

dekadischen Logarithmen von S und KM. 

Um die spezifische Enzymaktivität genauer klassifizieren zu können, wird die 

Wechselzahl kcat (turnover number) und der Quotient aus der Wechselzahl und dem 

KM-Wert errechnet. 

kcat wird aus der maximalen Umsetzungsrate Vmax und der Enzymkonzentration [E]0 in 

der Einheit mol/l berechnet:  

  (Gleichung Nr. 3)  

Zur näheren Charakterisierung eines Enzyms verwendet man oft den Quotienten 

kcat/KM. Je höher dieser Wert ist, umso größer ist die katalytische Effizienz (Eisenthal 

et al., 2007). Dieser Quotient ist diffusionskontrolliert limitiert, denn die Umsetzungen 

können nur so schnell erfolgen, wie Substrate und Enzyme miteinander kollidieren 

(Pettersson, 1989) . Die Brauchbarkeit dieses Quotienten zur Charakterisierung von 

Enzymen wurde aber infrage gestellt  (Carrillo et al., 2010). 

Gelegentlich haben (multimere) Enzyme mehrere Substratbindestellen und zeigen ein 

kooperatives Verhalten. Positive Kooperativität (n > 1) liegt vor, wenn nach Bindung 

des ersten Liganden die Bindung weiterer Liganden erleichtert ist. Bei einer negativen 

Kooperativität (n < 1) ist die Bindung weiterer Liganden erschwert (Whitty, 2008). Dies 

wird durch die Hill-Gleichung beschrieben, die im Prinzip eine durch einen Exponenten 

erweiterte Michaelis-Menten-Gleichung ist. 
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(Gleichung Nr. 4) 

Dies lässt sich wie oben in eine logistische Funktion umwandeln:  

  (Gleichung Nr. 5) 

Ist bei Substratabwesenheit ([S] = 0) eine Hintergrundaktivität V0 zu verzeichnen, so 

kann man diese Gleichung mit V0 erweitern, um diesem Umstand Rechnung zu tragen: 

      

    (Gleichung Nr. 6) 

Damit ergibt sich eine 4-parametrische logistische Funktion (Y4PL), die man zur 

Anpassung von Kurven an Messdaten nutzen kann.  

 

1.2 Biotransformation 

Lipophile Substanzen können renal nicht (oder nur in einem sehr geringen Maße) 

eliminiert werden, da sie während der glomerulären Filtration fast vollständig 

rückresorbiert werden. Daher müssen diese Substanzen zunächst in hydrophilere 

Substanzen umgewandelt werden. Dieses erfolgt im Rahmen der Biotransformation 

(Katzung, 2010). Die IUPAC definiert Biotransformation allgemein als die chemische 

Umwandlung von Stoffen durch lebende Organismen oder Enzympräparate (Wermuth 

et al., 1998). 

Die Biotransformation wird unterteilt in Phase I und Phase II.  Phase I Reaktionen sind 

Funktionalisierungsreaktionen, bei denen polare funktionelle Gruppen eingeführt 

werden.  Phase II sind Konjugationsreaktionen, bei denen die Produkte aus den 

Phase I Reaktionen an hydrophile Verbindungen konjugiert werden und als 

wasserlösliche Substanzen ausgeschieden werden können. Im Menschen werden die 

Produkte aus Phase I zum Beispiel oft an Glucuronsäure konjugiert.  Dieses Konzept 

wird teilweise um die Aufnahme (Phase 0) und der Elimination aus der Zelle (zB. 
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mittels ATP-binding-cassette-transporter, Multidrug-resistance related protein) um die 

Phase III erweitert (siehe Abbildung 4) (Döring and Petzinger, 2014) . 

 

Abbildung 4: Biotransformation 

Nach Aufnahme in Phase 0 werden die Substanzen (z.B. R2-NH) zunächst in 
Phase I Reaktionen oxidiert zu R2-NOH und anschließend in Phase II z.B. an Glucuronsäure 
(=Gluc) konjuguiert (R2-NO-Gluc.), um schließlich in Phase III Reaktionen aus der Zelle 
eliminiert zu werden. (Abbildung erzeugt mit BioRender) 

Die Funktionalisierungsreaktionen in Phase I erfolgen entweder durch Einführung 

neuer polarer funktioneller Gruppen oder durch den Austausch oder Demaskierung 

bestehender funktioneller Gruppen durch Oxidations-, Reduktions- oder hydrolytische 

Reaktionen. Phase I Reaktionen werden oftmals durch CytochromP450-Enyzme (CYP 

450) oder durch die Flavinhaltige Monooxygenase (FMO) vermittelt (Kebamo and 

Tesema, 2015). 

Cytochrom P450-Enzyme sind membrangebundene Häm-Proteine. Die meisten von 

ihnen sind Monooxygenasen. Der Name der Cytochrom P450 Enzyme resultiert aus 

dem im reduzierten Zustand vorliegenden Absorptionsmaximum bei 450 nm, wenn das 

Eisen-Ion im aktiven Zentrum Kohlenmonoxid koordiniert. Die CYP-Enzyme werden 

nach ihrer Aminosäuresequenz bezeichnet und in Familien und Unterfamilien eingeteilt 

(Manikandan and Nagini, 2018). Im Arzneistoffmetabolismus sind vor allem CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4 besonders relevant (Waring, 2020).  
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Die FMOs stellen neben den CYP-Enzymen ebenfalls eine wichtige Klasse im 

Arzneistoffmetabolismus dar. Von den FMOs existieren 5 Isoformen (FMO1-5), von 

denen die FMO3- und FMO5-Gene am häufigsten in der menschlichen Leber 

vorkommen. Die FMO6 wird als Pseudogen eingestuft, weil es nicht in der Lage ist, 

eine korrekt gespleißte mRNA zu produzieren. Die FMOs stellen Monooxygenasen 

dar, welche vor allem die Oxygenierung von nukleophilen Heteroatomen katalysiert. 

Die FMO1 katalysiert beispielsweise Oxidationen im Sinne einer Bayer-Villinger-

Reaktion. Im Gegensatz zu den CYP-450-Enzymen sind die Enzyme der FMO nicht 

induzierbar (Phillips and Shephard, 2017).  

Werden zwei Arzneistoffe über das gleiche Enzymsystem metabolisiert, kann es zu 

Wechselwirkungen kommen, welche möglicherweise zu unerwünschten Effekten 

führen. Umfassend untersucht ist dieses Phänomen zum Beispiel bei dem HMG-CoA-

Reduktase-Inhibitor Simvastatin. Dieser wird überwiegend über CYP3A4 

metabolisiert. Bei Applikation eines zweiten Arzneistoffes, welcher auch über CYP3A4 

verstoffwechselt wird, kommt es zu einer deutlich erhöhten Blutplasmakonzentration 

des Arzneistoffes, welche unter anderem zu der gefährlichen Nebenwirkung der 

Rhabdomyolyse führen kann (Rowan et al., 2009). Um Vorhersagen bezüglich der 

Verträglichkeit, Bioverfügbarkeit oder bezüglich der möglichen Kombination von 

Arzneistoffen für einen Patienten machen zu können, sind in-vitro-Studien notwendig. 

Um möglichst viele Arzneistoffe und deren Umsetzungen vorhersagen zu können, ist 

das Screening vieler Substanzen mit hohem Durchsatz in der Forschung essentiell 

(Carnero, 2006; Benet et al., 2019). 
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1.3 Molybdänhaltige Enzyme 

1.3.1 Übersicht 

Das Übergangsmetall Molybdän (Mo, Ordnungszahl 42) ist in einer Vielzahl von 

Metalloenzymen Teil des aktiven Zentrums und ist in dieser Funktion in allen 

Lebensformen zu finden.  Molybdänhaltige Enzyme übernehmen nicht nur 

Schlüsselfunktionen in Stickstoff-, Kohlenstoff- und Schwefelkreisläufen und sind 

damit essentiell für das Leben, sondern sind auch an biogeochemischen Zyklen von 

Arsen, Chlor, Selen, Iod und Antimon beteiligt (Mendel and Kruse, 2012; Wells et al., 

2023). 

Molybdän zählt zu den Spurenelementen, da es nur in sehr geringen Mengen vorliegt. 

In den meisten Gesteinen und Böden liegen Konzentrationen von 1-10 mg/kg vor. Im 

offenen Meerwasser hingegen ist Molybdän das am häufigsten vorkommende 

Übergangsmetall mit Konzentrationen von bis zu 10 mg/L. Die hohe Abundanz ist zum 

einen auf die hohe Wasserlöslichkeit und zum anderen auf die geringe chemische 

Reaktivität des Molybdat-Ions (MoO4
2-) zurückzuführen (Smedley and Kinniburgh, 

2017). Bioverfügbar ist Molybdän, indem es als Molybdat (MoO4
2-) vorliegt. Um 

biologische und entsprechend katalytische Aktivität zu erhalten, muss das Molybdän 

in einem Pyranopterin koordiniert werden, wodurch eine prosthetische Gruppe 

gebildet wird, die als Molybdän-Kofaktor (Moco) bezeichnet wird (Mendel and Kruse, 

2012). Eine Ausnahme stellt die bakterielle Nitrogenase dar, bei der das Molybdän in 

einem Eisen-Schwefel-Cluster [MoFe7S9] eingebaut ist und in dieser Form biologisch 

aktiv ist (Mendel and Kruse, 2012; Hille et al., 2014). 

Von den zahlreichen bekannten, molybdänabhängigen Enzymen sind die meisten in 

Bakterien zu finden – von den eukaryotischen molybdänhaltigen Enzymen sind nur 

wenige bekannt (Mendel and Kruse, 2012). 

Die meisten bekannten molybdänhaltigen Enzyme sind mononuklear. Durch den 

Einbau des Molybdäns in einen Eisen-Schwefel-Cluster [MoFe7S9]  stellt die 

bakterielle Nitrogenase die einzige Ausnahme dar (Hille et al., 2014). In der Regel 

katalysieren molybdänhaltige Enzyme 2-Elektonen-Übergänge, wobei sich die 

Oxidationszahl des Molybdäns (als Reduktionsmittel) von MoIV zu MoVI ändert (Mendel 

and Kruse, 2012). Häufig werden die molybdänhaltigen Enzyme anhand der 

Koordinierung ihres katalytischen Molybdän-Ions in 3 Familien eingeteilt: die 

Sulfitoxidase, die Xanthinoxidase und die DMSO-Reduktase (Hille et al., 2014). 
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Wie in Abbildung 5 gezeigt, zählen zu den Vertretern der Xanthinoxidase die 

Xanthindehydrogenase und die Aldehydoxidase. Den Sulfitoxidasen werden die 

Nitratreduktase, Sulfitoxidase und die mitochondriale Amidoxim reduzierende 

Komponente (mARC) zugeordnet.   

 

Abbildung 5: Enzymfamilien 

SO = Sulfitoxidase; XO = Xanthinoxidase nach (Mendel and Kruse, 2012) mit Fe-S = Eisen-
Schwefel-Cluster, FAD = FAD-Domäne,  Moco = Molybdän-Kofaktor bindende Domäne, 
Dim = Dimerisierungsdomäne , Häm = Häm-Domäne (Abbildung erzeugt mit BioRender) 

 

1.3.2 Xanthindehydrogenase 

Die Xanthindehydrogenase (XDH) besteht aus zwei Eisen-Schwefel-Cluster-haltigen 

Domänen, einer FAD-bindenden Domäne sowie einer Moco-bindenden Domäne und 

einer Dimerisierungsdomäne. Die Moco-Bindungsdomäne ist dabei mit der 

Dimerisierungsdomäne fusioniert (siehe Abbildung 5). Die Mitglieder der 

Xanthinoxidase-Familie weisen ein breites Substratspektrum auf und katalysieren vor 

allem die Umsetzung von Aldehyden und aromatischen Heterozyklen. Die bei der 

Oxidation von Substraten freiwerdenden Elektronen werden in die intramolekulare 

Elektronentransferkette eingespeist und von der FAD-bindenden Domäne entweder 
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auf NAD+ oder auf molekularen Sauerstoff übertragen, sodass ein Superoxidanion 

entsteht (Mendel and Kruse, 2012). 

Im Gegensatz zu Pflanzen kann in Säugetieren das (reduzierende) Enzym XDH in das 

(oxidierende) Enzym XO umgewandelt werden. Diese Umwandlung kann entweder 

reversibel durch die Oxidation von Thiolen zu Disulfiden oder irreversibel durch leichte 

Proteolyse erfolgen (Hille et al., 2014). 

Molekularer Sauerstoff kann bei Säugetieren (nicht bei Pflanzen) von der XO als 

Elektronenakzeptor verwendet werden. Dabei entsteht ebenfalls ein Superoxidanion. 

NAD+ hingegen ist der bessere Elektronenakzeptor und wird von der XDH unter 

Bildung von NADH genutzt (Mendel and Kruse, 2012).  

Die Xanthinoxidase (XO) katalysiert im Purinstoffwechsel den 

geschwindigkeitsbestimmenden Schritt, indem es Hypoxanthin zu Xanthin und 

anschließend Xanthin zur Harnsäure umwandelt (Day et al., 2016). 

 

1.3.3 Aldehydoxidase 

Die Aldehydoxidase (AO) ist ein cytosolisches Enzym und ist evolutionär durch 

Genduplikation von XDH in Eukaryonten entstanden. Damit einhergehend weisen die 

AO und die XO eine sehr hohe Sequenzähnlichkeit (>50 %) auf (Rodríguez-Trelles et 

al., 2003; Dalvie and Di, 2019). Entsprechend besitzen diese die gleichen 

prosthetischen Gruppen (Abbildung 5). 

Die AO weist ein großes Substratspektrum auf und katalysiert nicht nur die Oxidation 

von Aldehyden in deren entsprechende Carbonsäuren, sondern auch die Oxidation 

von Heterozyklen (Garattini et al., 2008). 

Im Gegensatz zu XDH kann AO NAD+ nicht als Elektronenakzeptor nutzen und 

überträgt die Elektronen, so wie XO, auf molekularen Sauerstoff. Die entstehenden 

Superoxidanionen disproportionieren mit Halbwertszeiten im Millisekundenbereich zu 

H2O2 und O2. Diese Reaktion wird in den meisten Lebensformen durch Superoxid-

Dismutasen (SOD) noch beschleunigt (Elstner, 1991). 

Obwohl bereits zahlreiche Substrate bekannt sind, ist die physiologische Funktion der 

AOs noch nicht vollständig erforscht (Dalvie and Di, 2019). Unter anderem wird 

angenommen, dass AO (genauer die Aldehydoxidase 1, AOX1) eine entscheidende 

Rolle in der Differenzierung von Adipozyten spielt (Weigert et al., 2008).  Weiterhin 
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wird vermutet, dass AOX1 für die Adipogenese unerlässlich ist und somit einen 

wichtigen Einfluss im Energiestoffwechsel besitzt (Weigert et al., 2008). Im Hinblick 

auf den Arzneimittelmetabolismus sind die AOs ein interessantes pharmazeutisches 

Target (Dalvie and Di, 2019). 

 

1.3.4 Sulfitoxidase 

Im Laufe der Evolution haben sich bei den Eukaryoten verschiedene Formen der 

Sulfitoxidase (SO) entwickelt. Die SO-Reaktionsmechanismen sind jedoch sowohl bei 

pflanzlichen als auch bei tierischen SOs gleich: Die SOs katalysieren die Reaktion 

SO3
2– + H2O → SO4 2– + 2H+ + 2e–, welches den wichtigen Endschritt beim oxidativen 

Abbau von Cystein, Methionin und Membranbestandteilen wie Sulfatiden darstellt 

(Nowak et al., 2004). Dabei ändert sich der Oxidationszustand des Molybdäns im 

aktiven Zentrum von MoVI zu MoIV (Hille, 1996). 

Tierische SOs bestehen aus zwei Domänen, welche unterschiedliche prosthetische 

Gruppen binden. Dazu zählen die N-terminale Häm-(Cytochrom b5)-Bindungsdomäne 

sowie die C-terminale Moco-Bindungsdomäne (Abbildung 5). Den meisten 

pflanzlichen SOs fehlt hingegen die N-Terminale Häm-Domäne, sodass diese nur den 

Moco als prosthetische Gruppe besitzen (Mendel and Kruse, 2012). Zudem ist die 

menschliche SO im mitochondrialen Intermembranraum lokalisiert und überträgt seine 

Elektronen auf Cytochrom c, während die pflanzliche SO ein peroxisomales Enzym 

darstellt und durch das Fehlen der Häm-Domäne seine Elektronen nicht auf 

Cytochrom c überträgt, sondern auf molekularen Sauerstoff unter Bildung von 

Superoxidanion. Als mögliche Ursache wird angenommen, dass dieses dem Schutz 

der Katalase dient, da diese durch geringe Sulfitkonzentrationen bereits gehemmt wird 

(Hänsch et al., 2006). 

Sulfit ist ein starkes Nukleophil und kann mit einer Vielzahl von Zellbestandteilen 

reagieren. Somit dient die SO der Entgiftung von Sulfit (SO3
2-), indem es dieses zu 

Sulfat (SO4
2-) oxidiert (Nowak et al., 2004).  

Die Bedeutung des Molybdän-Kofaktors wird anhand der Sulfitoxidase deutlich: Kann 

der menschliche Organismus nicht ausreichend Moco synthetisieren, kommt es sehr 

früh nach der Geburt zu neurologischen Fehlentwicklungen (Johannes et al., 2022). 

Verantwortlich hierfür ist eine verminderte SO-Aktivität, die aus einer nicht 

ausreichenden Moco-Synthese resultiert. Das klinische Krankheitsbild wird mit MoCD  
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(MoCD- molybdenum cofactor deficiency) beschrieben (Atwal and Scaglia, 2016). Die 

fehlende Aktivität der SO resultiert in einem Anstieg schwefelhaltiger Metabolite wie 

S-Sulfocystein und Thiosulfat sowie einem Rückgang an Cystein und Cystin, der 

oxidierten Form (Disulfid) des Cysteins (Misko et al., 1993, updated 2023; Johannes 

et al., 2022). Die Synthese des Moco erfolgt in drei Schritten (Hille, 1996). Je nachdem, 

welcher Biosyntheseschritt fehlerhaft ist, klassifiziert man in MoCD Typ A, B, oder C. 

Dieses ist für die Behandlung entscheidend, denn es gibt bisher lediglich eine Therapie 

für MoCD Typ A (Johannes et al., 2022). Dieser kann mithilfe einer 

Substitutionstherapie von zyklischem Pyranopterinmonophosphat (cPMP) behandelt 

werden. Chemisch synthetisiertes cPMP wurde erstmalig im Jahr 2021 unter der 

Bezeichnung Fosdenopterin von der Food and Drug Administration (FDA) zugelassen 

und kam unter dem Namen Nulibry® auf den Markt (Misko et al., 1993, updated 2023; 

Johannes et al., 2022). 

 

1.3.5 mARC 

1.3.5.1  Übersicht 

Die mitochondriale Amidoxim-reduzierende Komponente (mitochondrial amidoxime 

reducing component - mARC) wurde erstmals 2006 entdeckt. Dazu isolierten 

Havemeyer et al. ein ca. 35 kDa großes Protein aus der äußeren mitochondrialen 

Membran und konnten zeigen, dass die Fähigkeit, N-O-Bindungen zu reduzieren auf 

dieses Protein zurückzuführen ist (Havemeyer et al., 2006). 

mARC1 und mARC2 sind Paraloge. In Säugetieren gibt es zwei Gene (MTARC1 und 

MTARC2), welche für zwei Proteine (mARC1 und mARC2) kodieren und beim 

Menschen eine Tandemorientierung auf dem Chromosom 1 aufweisen. Beide Gene 

weisen eine Übereinstimmung von 66 % hinsichtlich ihrer Sequenzidentität und 80 % 

ihrer Ähnlichkeit auf (Wahl et al., 2010). 

Anhand von datenbankgestützten Sequenzanalysen können Proteine verschiedenen 

Familien zugeordnet werden. Danach konnten die mARC-Proteine der Moco-

Sulfurase-Familie zugeordnet werden (Hille et al., 2014). 

Für diese Einteilung entdeckten Aravind und Anantharaman 2002 diese neue 

Superfamilie mit Domänen, welche reich an beta-Faltblattsträngen sind. In dieser 

Superfamilie werden Molybdän-Kofaktor-Sulfurase (MOS) und weitere andere 
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Proteine sowohl aus Prokaryoten als auch aus Eukaryoten einsortiert (Anantharaman 

and Aravind, 2002). Aufgrund der hohen Sequenzähnlichkeit der enthaltenen C-

terminalen Domäne mit Moco-Sulfurase wurde diese als MOSC-Domäne bezeichnet. 

Es sind inzwischen zahlreiche MOSC-Domänenproteine beschrieben, welche 

funktionell unterschiedlich sind und kaum nachweisbare Sequenzidentität zwischen 

den Mitgliedern verschiedener Unterfamilien aufweisen. Es gibt nur eine einzige in 

allen Sequenzen konservierte Aminosäure, ein Cystein im aktiven Zentrum, welches 

bei bisher untersuchten MOSC-Proteinen das Molybdän-Ion im aktiven Zentrum 

koordiniert (Anantharaman and Aravind, 2002). Von diesem ist aufgrund von 

Strukturaufklärungen inzwischen bekannt, dass es an der Koordination des 

Molybdänions vom Moco-Kofaktor beteiligt ist (Struwe et al., 2023). Zudem können die 

Mitglieder dieser Familien weitere Proteindomänen enthalten. Auch mARC1 und 

mARC2 besitzen eine MOSC-Domäne und werden dieser Familie zugeordnet. In der 

Vergangenheit erfolgt die familiäre Einordnung primär anhand der Koordination des 

Molybdänzentrums. Danach würden MOSC-Domänen-Proteine und somit auch 

mARC der Sulfitoxidase-Familie zugeordnet (Abbildung 5).  

Bei Enzymen, die der XO-Familie angehören, ist es charakteristisch, dass eine 

Behandlung mit Cyanid zu einer Abstrahierung des terminalen Sulfidliganden in Form 

von Thiocyanat kommt, womit eine Inaktivierung des Enzyms einhergeht. Da dieses 

bei beiden mARC-Paralogen nicht eintritt, konnte eine Zugehörigkeit zur XO-Familie 

ausgeschlossen werden (Wahl et al., 2010; Ott et al., 2015). Anhand von EPR-

Spektren wurde untersucht, ob mARC entsprechend zur SO-Familie zugeordnet 

werden kann. Obwohl eine vollständige Zuordnung nicht möglich war, ähneln die 

Spektren denen, die der SO -Familie angehören (Ott et al., 2015).  

Somit wird mARC aktuell der SO-Familie zugeordnet, wenngleich Kubitza et al. 

anhand der Struktur von hmARC1 diese Zuordnung kritisch sehen (Hille et al., 2014; 

Kubitza et al., 2018; Struwe et al., 2023). 

Von den eukaryotischen Molybdoenzymen stellt mARC1 mit gerade einmal 

337 Aminosäuren (hmARC1 Gene ID: 64757) das kleinste dar. Es besitzt im Vergleich 

zu allen anderen eukaryotischen Molybdoenzymen keine Dimerisierungsdomäne, 

sondern nur eine Moco-Domäne (Abbildung 5) (Mendel and Kruse, 2012). Um 

dennoch einen Elektronenfluss zu gewährleisten, besteht das mARC-Enzymsystem 

insgesamt aus drei Komponenten: mARC, Cytochchrom b5 B (Cyb5B) und Cytochrom 
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b5 Reduktase 3 (Cyb5R3). Cyb5B enthält als Kofaktor Häm und Cyb5R3 enthält als 

Kofaktor FAD.  

Somit ist das funktionelle mARC-Enzymsystem hinsichtlich der genutzten Kofaktoren 

ähnlich aufgebaut wie die Nitratreduktase (siehe 1.3.6). Zudem ist auch der 

Elektronenfluss bei beiden Proteinen gleich: Als Elektronenlieferant dient der Kofaktor 

NADH. Dieser überträgt seine Elektronen auf FAD (Cyb5R3), von dem sie an das Häm 

weitergegeben werden. Im letzten Schritt werden die Elektronen auf Moco (mARC) 

übertragen, welches dann die Elektronen für die Reduktion seiner Substrate verwendet 

(siehe Abbildung 6) (Havemeyer et al., 2011; Plitzko et al., 2013). 

 

Abbildung 6: Elektronenfluss im mARC-Enzymsystem. 

Ausgehend von NADH als Elektronendonor über Cyb5R (FAD) und Cyb5B (Häm) auf mARC 

(Moco), welches final seine Elektronen auf seine Substrate überträgt. (Abbildung erzeugt mit 

BioRender) 

 

Cyb5B ist ein amphiphatisches Protein und besteht aus zwei Domänen. Einer 

N-terminalen wasserlöslichen Häm-Bindungsdomäne und einer C-terminalen 

hydrophoben membranverankernden Domäne (Vergères et al., 1995). Es gibt 

zwei verschiedene Formen von Cyb5: Eine, die an der Membran des 
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endoplasmatischen Retikulums assoziiert ist (mikrosomales Cyb5 - TypA) und eines 

in der äußeren Membran der Lebermitochondrien (Typ B) (Altuve et al., 2001). 

Von der humanen NADH Cyb5R existieren 2 Formen. Das full-length-Protein besteht 

aus 301 Aminosäuren mit einer N-terminalen membranbindenden Domäne, welche in 

der alternativen Spleiß-Variante mit 278 Aminosäuren fehlt (Wahl et al., 2010) . 

 

1.3.5.2 Lokalisation 

Humanes mARC1 und mARC2 werden in verschiedenen Geweben unterschiedlich 

stark exprimiert. Humanes mARC1 weist die höchste mARC-Expression in Adipozyten 

auf. Von dem humanen mARC2 sind die höchsten Expressions-Level in der Niere, der 

Schilddrüse, der Leber und dem Dünndarm zu finden. Insgesamt sind in menschlichen 

Zelllinien und Geweben überwiegend hmARC1 zu finden und in den murinen 

vorwiegend hmARC2 (Ott et al., 2015). hmARC ist an der dem Cytosol zugewandten 

Seite der äußeren mitochondrialen Membran lokalisiert und weist eine N(in)-C(out)-

Orientierung in der Membran auf, resultierend aus einer N-terminalen α-Helix, welche 

als Anker in der äußeren mitochondrialen Membran dient (Klein et al., 2012). Zudem 

wurde es in der Mitochondrien-assoziierten Membran (MAM) und dem 

endoplasmatischen Retikulum (ER) identifiziert (Dutta et al., 2024). Die katalytische 

Domäne ist in der C-terminalen Domäne (MOSC-Domäne) lokalisiert und 

entsprechend dem Cytosol zugewandt. Dieses stimmt auch mit der Lokalisation und 

Ausrichtung von Cyb5B und Cyb5R3 sowie der höchsten N-reduktiven Aktivität 

überein (D'Arrigo et al., 1993).  

Eine weitere Lokalisation wurde bisher nur in den Peroxisomen von Ratten und 

Mäusen gefunden (Islinger et al., 2007; Wiese et al., 2007). Da bisher nicht bekannt 

ist, dass Cyb5B und Cyb5R3 auch in den Peroxisomen vorkommen, kann mARC dort 

möglicherweise anderen Funktionen nachkommen als einer N-reduktiven-Aktivität. 

Derzeit wird diskutiert, ob mARC an bisher unbekannten Redoxreaktionen beteiligt ist 

oder ob die Funktion von mARC mit der allgemeinen Aufgabe der Peroxisomen wie 

der Zellantwort oder der Reduktion von oxidativem Stress assoziiert ist. Weiterhin gilt 

auch ein Einfluss auf den Lipidstoffwechsel als mögliche Funktion (Ott et al., 2015). 
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1.3.5.3 Einfluss auf den Energiestoffwechsel 

Kurz vor der Entdeckung von mARC 2006 durch Havemeyer et al. wurde bereits eine 

signifikante N-reduktive Aktivität in dem Fettgewebe von Ratten festgestellt 

(Andersson et al., 2005; Havemeyer et al., 2006). Die ersten Untersuchungen, bei 

denen ein Einfluss von mARC auf den Energiestoffwechsel entdeckt wurde, erfolgte 

2007 durch Malik et al. Diese stellten einen Zusammenhang zwischen der Regulation 

des MTARC2-Gens in der Leber mit Diabetes mellitus Typ 2 her (Malik et al., 2007). 

Bereits 2010 wurden die ersten genomweiten-Assoziationsstudien durchgeführt, bei 

denen ein Zusammenhang zwischen dem MTARC1-Gen und dem Lipidstoffwechsel 

hergestellt wurde (Teslovich et al., 2010). Neve et al. entdeckten 2012 eine gesteigerte 

Expression des MTARC2-Gens nach Differenzierung von 3T3-L1-Zellen der Maus in 

Adipozyten sowie eine erhöhte N-reduktive Aktivität. Weiterhin ging eine siRNA-

vermittelte Herunterregulation von MTARC2 und Cyb5B mit einer reduzierten 

Lipidsynthese einher (Neve et al., 2012). Weitere Untersuchungen durch Jakobs et al. 

zeigten, dass die Expression der Proteine in der Leber von Mäusen an deren 

Nahrungsaufnahme gekoppelt ist. Fasten führte zu einer verringerten N-reduktiven 

Aktivität sowie einer verringerten Konzentration an mARC1 und mARC2. Im 

Gegensatz dazu führte eine high fat diet zu einer Erhöhung an mARC2 und der N-

reduktiven Aktivität (Jakobs et al., 2014b). Ein Jahr später entdecken Neve et al. auch 

im Menschen eine Korrelation: Im Fettgewebe adipöser Patienten führte eine 

Kalorienrestriktion zu einer verminderten Konzentration von mARC2-Protein (Neve et 

al., 2015). Die Auswirkungen von mARC2 auf den Lipid-Metabolismus wurden in 

ersten Studien mit MTARC2-KO-Maus erforscht. Im Vergleich zum Wildtyp (WT) 

wiesen die MTARC2-KO-Mäuse bei einer high fat diet ein deutlich geringeres 

Körpergewicht auf. Zudem hatten diese eine erhöhte Körpertemperatur, verminderte 

Cholesterinwerte und erhöhte Glucose-Werte (Rixen et al., 2019). Des Weiteren 

wurden zahlreiche genomweite Assoziationsstudien durchgeführt, welche aufzeigen, 

dass eine relativ häufige Mutation des MTARC1-Gens, bei der ein Alanin gegen ein 

Threonin ausgetauscht wird (mARC1 p.A165T)  vor MASLD (metabolic dysfunction-

associated steatotic liver disease – früher NAFLD – non alcoholic fatty liver disease) 

schützt und das Fortschreiten des Krankheitsverlaufs bei MASH (metabolic 

dysfunction-associated steatohepatitis – früher NASH – non alcoholic steatohepatitis) 

verlangsamt. Darüber hinaus weisen Träger dieser Variante niedrigere Laborwerte bei 

der Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Transaminase, Alkalische Phosphatase, LDL-
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Cholesterol und HDL-Cholesterol auf. Lediglich die Triglycerid-Werte sind erhöht 

(Emdin et al., 2020). Zahlreiche weitere Studien unterstützen diese Erkenntnisse, die 

in einem kürzlich erschienenen Review zusammengefasst sind (Struwe et al., 2023). 

Weiterhin führt die A165T-Variante zu einer veränderten Zusammensetzung 

hepatischer Phospholipide. Die erhöhte Konzentration an mehrfach ungesättigten 

Phospholipiden können auch zu dem Schutz vor MASLD beitragen (Luukkonen et al., 

2020).  

Bei Patienten mit MASH kann sich zudem eine Leberzirrhose oder ein hepatozelluläres 

Karzinom (HCC - hepatocellular carcinoma) entwickeln. Genomweite 

Assoziationsstudien zeigen eine schützende Korrelation zwischen der A165T-Variante 

und dem Risiko an HCC zu erkranken (Innes et al., 2022; Sveinbjornsson et al., 2022).  

Obwohl der Einfluss von mARC auf den Lipidstoffwechsel belegt ist, sind bisher weder 

der Mechanismus noch entsprechende physiologische Substrate bekannt. Um 

Näheres zum Wirkmechanismus des Enzyms herauszufinden, ist es daher zunächst 

von hoher Bedeutung, die volle Bandbreite der Substanzklassen aller möglichen 

Substrate von mARC zu identifizieren.  

Tabelle 1 zeigt, dass schon zahlreiche N-oxygenierte Stoffklassen und Substanzen 

sowie Arzneistoffe identifiziert wurden, die von dem mARC-Enzymsystem umgesetzt 

werden. 
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Tabelle 1: Funktionelle Gruppen mit Beispielen, die durch das hmARC-Enzymsystem 
umgesetzt werden. 

Funktionelle Gruppe Beispiele Quelle 

Amidoxime Benzamidoxim, 

Ximelagatran 

(Clement, 2002; Havemeyer 

et al., 2006) 

N-OH-Guanidine Nω-Hydroxy-L-Arginin (Clement et al., 2005; 

Kotthaus et al., 2011) 

Hydroxamsäuren Vorinostat, Bufexamac (Ginsel et al., 2018) 

Sulfhydroxamsäuren N-Hydroxy-valdecoxib (Havemeyer et al., 2010) 

N-OH-Basenanaloga und 

Nucleoside 

N4-OH-Cytidin, N4-OH-

Cytosin, N4-OH-Adenin 

N4-OH-Adenosin 

(Krompholz et al., 2012) 

Oxime (E)-/(Z)-2,4,6-

Trimethylacetophenonoxim 

(Jakobs et al., 2014a) 

N-

Hydroxyamidinohydrazone 

Guanoxabenz (Jakobs et al., 2014a) 

N-Oxide Nicotinamid-N-Oxid, 

Amitriptylin-N-Oxid 

Trimethylamin-N-Oxid 

(Jakobs et al., 2014a; 

Schneider et al., 2018) 

 

Hydroxylamine Sulfamethoxazol  (Ott et al., 2014) 

N-Hydroxycarbamide Hydroxyharnstoff (Indorf et al., 2020) 

Nitrite Nitrit (Sparacino-Watkins et al., 

2014b) 

 

Manche enzymatischen Umwandlungen führen zu einer Aktivierung oder zu einer 

Inaktivierung des jeweiligen Arzneistoffes. Arzneistoffe, die selber unwirksam sind und 

durch eine enzymatische Umwandlung in ihre Wirkform umgewandelt werden, 

bezeichnet man als Prodrugs (Clement, 2002). 

Die Prodrug-Strategie findet beispielsweise bei Arzneistoffen Anwendung, welche bei 

oraler Einnahme schlecht oder gar nicht bioverfügbar sind. Bei physiologischem pH-
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Wert (7 < pH < 7,6) liegen basische Substanzen und somit auch potentielle Wirkstoffe 

protoniert vor und sind entsprechend hydrophil (siehe Abbildung 7)  (Clement, 2002). 

Für eine orale Absorption muss ein Arzneistoff lipophil vorliegen. Die Lipophilie einer 

Substanz S lässt sich durch den logarithmierten n-Octanol-Wasser-

Verteilungskoeffizienten beschreiben (Vraka et al., 2017).  

 

Nach der Rule of five sollte ein Arzneistoff für eine gute orale Applikation lipophil, aber 

nicht zu lipophil mit einem logP < 5 sein, also die Substanz höchstens 100.000-mal 

besser in Octanol als in Wasser löslich sein.  Außerdem sollten folgende Kriterien für 

eine gute Absorption zusätzlich in einem Wirkstoff erfüllt sein: Molekulargewicht < 500, 

weniger als 5-H-Brücken-Donatoren und weniger als 10-H-Brücken-Akzeptoren 

(Lipinski, 2004). In der Arzneistoffentwicklung versucht man, sich an diese Richtwerte 

zu halten: So kann ein Prodrug durch das Erfüllen der Rule of five eine gute 

Bioverfügbarkeit erhalten und durch enzymatische Umwandlungen im Rahmen der 

Biotransformation in seine Wirkform (drug) umgewandelt werden: Ein Amidoxim (z.B. 

Ximelagatran) liegt bei physiologischem pH-Wert ungeladen vor und kann absorbiert 

werden. Nach der Absorption wird das Amidoxim in seine Wirkform, das Amidin, 

reduziert (Melagatran). Ein in der Wirkform vorliegendes Amidium-Ion (Melagatran) 

würde bei direkter oraler Applikation durch seine positive Ladung die Membran nicht 

passieren können und ist folglich schlecht bioverfügbar (Clement, 2002; Havemeyer et 

al., 2011). 

Carbonsäureester sind die am häufigsten verwendeten Prodrugs.  Diese werden durch 

Esterasen in ihre aktive Wirkform, den Carbonsäuren, überführt. Beispielsweise sind 

die meisten ACE-Inhibitoren wie beispielsweise Enalapril Ethylester-Prodrugs (Hajnal 

et al., 2016). 
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Abbildung 7: Prodrug-Prinzip 

Aufgrund der Basizität des Amidins liegt dieses positiv geladen vor und kann die Membran 
nicht passieren. Dieses ist möglich durch chemische Modifizierung zum Amidoxim. Als 
ungeladenes Molekül kann dieses die Membran passieren und intrazellulär wieder in seine 

Wirkform, dem Amidin, durch mARC reduziert werden. (Abbildung erzeugt mit BioRender) 

Enzymatische Umwandlungen können allerdings auch zu einer Toxifizierung oder zu 

einer Detoxifzierung führen. Trimethylamin-N-Oxid wird mit einem erhöhten Risiko 

kardiovaskulärer Erkrankungen assoziiert. Eine Reduktion zu Trimethylamin führt 

somit zu einer Senkung dieses Risikos (Schneider et al., 2018). Das mARC-

Enzymsystem kann aber auch an Toxifizierungsreaktionen beteiligt sein. 

Pyrrolizidinalkaloide (wie zum Beispiel Senecivernin-N-Oxid) liegen natürlicherweise 

als N-Oxid in der Pflanze vor. Eine Reduktion der Pyrrolizidinalkaloide führt zu einer 

Toxifizierung, da die reduzierte Form mit Leberschäden assoziiert ist (Indorf et al., 

2020). 

 

1.3.6 Nitratreduktase 

Alle Nitratreduktasen (NR) haben gemeinsam, dass sie die Reduktion von Nitrat (NO3
-) 

zu Nitrit (NO2
-) katalysieren. Dennoch werden diese nach Taxonomie, Funktion, 

Position in der Zelle, Struktur und dem Endprodukt des von ihnen eingeleiteten 

Prozesses unterschieden (Stolz and Basu, 2002). 
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Es gibt eukaryotische und prokaryotische NR. Diese Unterscheidung auf 

taxonomischer Ebene  geht mit einigen strukturellen Unterschieden einher: Während 

die eukaryotischen NR zu den mononukleären Enzymen der Sulfitoxidase-Familie 

gezählt werden (siehe Abbildung 5), werden die prokaryotischen NR der DMSO-

Reduktase-Familie zugeordnet und enthalten einen Eisen-Schwefel-Molybdän-Cluster 

und einen Bis-Pterin-Cofaktor mit einer Guanin Dinukleotid (BIS-MGD) Koordination 

(Stolz and Basu, 2002; Moura et al., 2004).  

Eukaryotische NR können aus Pflanzen und Pilzen isoliert werden. Obwohl die NR, 

wie Abbildung 5 zeigt, die gleichen Cofaktoren enthält, welche auch das mARC-

Enzymsystem besitzt, ist eine Isolierung aus Tieren hingegen nicht möglich, da diese 

kein Gen für eine NR besitzen (Sparacino-Watkins et al., 2014a). 

Es wird angenommen, dass die Elektronen von NADH/NADPH auf FAD übertragen 

werden und von dort durch Cytochrom b zum aktiven Zentrum gelangen. Die 

prokaryotischen NR sind hingegen anders aufgebaut. Beispielsweise enthält 

bakterielle NR den Molybdän-Kofaktor zusammen mit einem Eisen-/Schwefel-Cluster 

([2Fe-2S]). Im Gegensatz zum eukaryotischen NR enthält die aktive Untereinheit in 

Prokaryoten jedoch kein Häm oder FAD (Stolz and Basu, 2002). 

In Pflanzen trägt die Nitratreduktase zur Stickstoffassimilation bei (Liu et al., 2022). In 

Bakterien hingegen unterscheidet man in 3 verschiedene Typen: der 

periplasmatischen, der respiratorischen und der assimilatorischen Nitratreduktase 

(González et al., 2006) . 

Das von der NR gebildete Nitrit wird überwiegend von der Nitritreduktase zu 

Ammoniumionen (NH4
+) reduziert (Liu et al., 2022). Eine Reduktion zu 

Stickstoffmonoxid (NO) ist zudem auch möglich. Die NR (NADPH NR) ist aber auch in 

geringem Umfang selbst in der Lage, Nitrit zu NO zu reduzieren (Durner and Klessig, 

1999; Mendel and Kruse, 2012), wohingegen im Menschen die NO-Generierung durch 

die NO-Synthase aus L-Arginin und molekularem Sauerstoff wesentlich ist (Daff, 2010). 

Bei Tieren können NO mit reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zusammenwirken, indem 

sie Apoptose auslösen oder Krankheitserreger abtöten. Dazu reagieren beispielsweise 

NO und Superoxid (O2
-) zu Peroxynitrit (ONOO-), welches die Pathogene abtöten kann 

(Durner and Klessig, 1999).  
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1.4 Zielsetzung dieser Arbeit 

Da die genaue physiologische Funktion und auch das physiologische Substrat nach 

aktuellem Kenntnisstand noch immer unentdeckt sind, gewinnt deren Identifizierung 

vor allem im Hinblick auf die oben beschriebenen Einflüsse auf den 

Energiestoffwechsel und der Ausbildung von Lebererkrankungen immer mehr an 

Bedeutung. Daher war es Ziel dieser Arbeit, einen Assay zu entwickeln bzw. die 

bestehenden so zu optimieren, dass potentielle Substrate und Inhibitoren von mARC 

im hohem Durchsatz detektiert und kinetisch charakterisiert werden können.  

Mit Hilfe des neu entwickelten, hochempfindlichen und schnell durchführbaren 

Fluoreszenzassays sollte zudem ein aufgrund quantenmechanischer Betrachtungen 

vorhergesagtes Phänomen näher untersucht werden. Hier geht es um geringe 

Unterschiede in den Umsetzungsraten von Molekülen mit 3-facher Symmetrie. Ziel der 

Arbeit war es daher, zu prüfen, ob der postulierte masseunabhängige 

Isotopenunterschied zwischen dem nicht isotopenmarkiertem 12C-TMAO und den 

isotopenmarkierten TMAO-Derivaten (1x13C-TMAO, 2x13C-TMAO, 13C-TMAO) bei der 

Reduktion von TMAO zu TMA detektiert werden kann. 
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2 Fluoreszenzbasierter Assay 

2.1 Einleitung 

Dieses Kapitel wurde in Analytical Chemistry publiziert:  

Cathrin Klopp, Michel A Struwe, Christoph Plieth, Bernd Clement, Axel J Scheidig, 

New Design of an Activity Assay Suitable for High-Throughput Screening of 

Substrates and Inhibitors of the Mitochondrial Amidoxime Reducing Component 

(mARC), https://doi.org/10.1021/acs.analchem.3c02109 

Seit der Entdeckung von mARC im Jahr 2006 erfolgten die Aktivitätsmessungen der 

mARC-katalysierten Reaktion mittels HPLC (Havemeyer et al., 2006). Die 

ursprüngliche Methode wurde mehrfach optimiert, sodass eine gut validierte Methode 

etabliert wurde. Diese lieferte insbesondere den Vorteil, dass Produkte und Edukte 

sowohl identifiziert als auch quantifiziert werden konnten (Kotthaus et al., 2011; Ginsel 

et al., 2018). Trotzdem resultieren erhebliche Nachteile aus der Methode, indem die 

Reaktion nicht im zeitlichen Verlauf verfolgt werden kann. Für die Messung der 

Aktivitäten ist es notwendig, mehrere Proben anzusetzen und diese zu verschiedenen 

Zeitpunkten abzustoppen, um die Reaktion im zeitlichen Verlauf abzubilden. Die 

zahlreichen Ansätze für eine Reaktion und das ohnehin schon sehr große 

Reaktionsvolumen gehen mit einem sehr hohen Zeit- und Materialaufwand einher. 

Die Betrachtung der Reaktion im zeitlichen Verlauf wurde erstmals durch einen 

photometrischen Assay von Indorf et al. etabliert (Indorf et al., 2020). Mit der 

Durchführung in Küvetten bleibt weiterhin der Zeit- und Materialaufwand relativ hoch. 

Aufgrund dieses Aspektes sollte vor allem die Verwendung rekombinanter Proteine in 

Grenzen gehalten werden. Daher war es Ziel dieser Arbeit, einen Assay im 

Mikrotiterplattenformat zu entwickeln. Analog zu dem Assay von Indorf et al. erfolgt die 

Aktivitätsmessung über den Verbrauch von NADH. Folglich war der Assay auch 

limitiert für Substrate, die bei 340 nm absorbieren. Der neue fluoreszenzbasierte Assay 

bietet darüber hinaus die Vorteile, dass Material und insbesondere Zeit eingespart 

werden können, da mehrere Messungen zeitgleich erfolgen. Zudem konnte die 

eingesetzte Menge auf 6,5 µg hmARC1 pro Datenpunkt reduziert werden, während in 

dem Assay von Indorf et al. 15 µg hmARC1 und in der HPLC-Methode sogar 100 µg 

hmARC1 benötigt wurden (Gruenewald et al., 2008; Indorf et al., 2020).  
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Zeitgleich wurde mit der Entwicklung des Assay das Substrat/BAO-Ratio etabliert. Mit 

dem Standardsubstrat Benzamidoxim erfolgte die Entdeckung von mARC und seitdem 

wurde dieses mit jeder Methode zur Bestimmung der Enzymaktivitäten vermessen. 

Daher wird bei dem fluoreszenbasierten Assay BAO stets mit vermessen und die 

Umsetzungsraten der Substrate auf BAO bezogen. Denn die Enzymaktivitäten 

schwanken stark in Abhängigkeit von der Charge, der Lagerung und insbesondere von 

den Einfrier-Auftauzyklen. Durch das Einführen des Substrat/BAO-Ratios können 

diese Unterschiede normalisiert werden und zudem verschiedene Substrate 

miteinander verglichen werden. Die Durchführung im Miktotiterplattenformat bietet 

erstmals eine Aktivitätsbestimmung im hohen Durchsatz, welches vor allem im Hinblick 

auf die Entdeckung des physiologischen Substrats essentiell ist. 

Darüber hinaus ist dieses Verfahren auch auf Gewebehomogenate anwendbar (Daten 

nicht gezeigt). 
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2.2 Publikation 
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3 H2O2 

3.1 Einleitung 

Dieses Kapitel wurde in Molecules im August 2023 publiziert: 

Rixen, S.; Indorf, P. M.; Kubitza, C.; Struwe, M. A.; Klopp, C.; Scheidig, A. J.; Kunze, 

T.; Clement, B. Reduction of Hydrogen Peroxide by Human Mitochondrial Amidoxime 

Reducing Component Enzymes. Molecules 2023, 28 (17)., 

DOI: 10.3390/molecules28176384 

Bisher sind zahlreiche Substanzen bekannt, die durch das mARC-Enzymsystem 

reduziert werden. In Kapitel 1.3.5.3 sind zahlreiche funktionelle Gruppen und 

Beispielsubstanzen aufgelistet, welche durch das mARC-Enzymsystem umgesetzt 

werden. Bei allen Verbindungen handelt es sich um eine N-O-Bindung.  

Anhand von MTARC1-KO-Zellen wurde erkannt, dass der NADH-Verbrauch in 

Gegenwart von Wasserstoffperoxid (H2O2) bei diesen niedriger war im Vergleich zu 

den WT-Zellen. Weitere Untersuchungen zeigen, dass das mARC-Enzymsystem H2O2 

umsetzt. Damit wurde erstmals ein Substrat mit einer O-O-Bindung (Peroxid) entdeckt. 

Dabei ist zu berücksichtigen, dass der KM-Wert deutlich niedriger (im µM-Bereich) im 

Vergleich zu den Substanzen mit N-O-Bindungen ist. Da das physiologische Substrat 

von mARC weiterhin unentdeckt ist, liefert dieser Nachweis erste Hinweise auf weitere 

funktionelle Gruppen, die durch mARC reduziert werden. Darüber hinaus gilt zu 

berücksichtigen, dass Wasserstoffperoxid zu den reaktiven Sauerstoffspezies zählt 

(ROS), welche zu Schäden in der Zelle führen. Eine Reduktion von H2O2 würde eine 

Detoxifizierung darstellen. Islinger und Wiese entdecken die Lokalisation von mARC 

in den Peroxisomen, einer Organelle in eukaryotischen Zellen, welche Sauerstoff 

verwerten und hochreaktive Metabolite bildet (Islinger et al., 2007; Wiese et al., 2007). 

In Anbetracht der weiterhin unverstandenen physiologischen Funktion von mARC 

liefert dieses Paper mit dem Nachweis der Wasserstoffperoxid-Reduktion erste 

Hinweise für eine potentielle Funktion im Organismus. 
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4 Hydroxyurea 

4.1 Einleitung 

Das Manuskript wurde im Mai 2024 im Journal of Medicinal Chemistry eingereicht und 

befindet sich im Revisions-Prozess.  

Hepatic mARC1 is the main contributor to metabolic reduction of N-hydroxyurea. 

Cathrin Klopp, Xiaomei Zhang, Morgan K Campbell, David Kvaskoff, Michel A 

Struwe, Curtis R Warren, Besnik Bajrami, Axel J Scheidig, Amanda K Jones and 

Bernd Clement 

 

Hydroxyharnstoff (NHU – N-hydroxyurea) wird bereits seit den 1960er Jahren 

medizinisch angewendet. Ursprünglich wurde es als Mittel gegen Leukämie entdeckt 

(Stearns et al., 1963). Aufgrund der antiproliferativen Eigenschaften wird es seitdem 

für weitere Indikationen eingesetzt (Boyd and Neldner, 1991; Gibbs and Sorensen, 

2000; Rankine-Mullings and Nevitt, 2022). Neben chronischer myeloischer Leukämie 

(CML) wird es vor allem bei Sichelzellanämie angewendet (Boyd and Neldner, 1991; 

Rankine-Mullings and Nevitt, 2022). Aber auch bei essentieller Thrombozythämie und 

Polycythämie vera ist es indiziert (Boyd and Neldner, 1991; Stegelmann et al., 2008). 

Bei allen Indikationen ist auffällig, dass mit 15-30 mg/kg Körpergewicht eine sehr hohe 

Dosis für eine therapeutische Wirksamkeit appliziert werden muss. Die 

Metabolisierung ist noch nicht vollständig verstanden. Bisher sind überwiegend die 

Metabolisierung von Hydroxyharnstoff zu Kohlenstoffdioxid, Stickstoffmonoxid und 

Ammonium sowie die Metabolisierung zu Harnstoff bekannt. Bei der Reduktion von 

NHU zu Harnstoff wurde bisher kein enzymatischer Mechanismus postuliert. Dass der 

im Urin zu findende Harnstoff ein Metabolit aus dem applizierten Hydroxyharnstoff ist, 

wurde anhand von mit 14C-Hydroxyharnstoff behandelten Nagetieren entdeckt, da ein 

Teil als 14C-markierter Harnstoff wieder ausgeschieden wurde (Adamson et al., 1965).  

Dieses Paper zeigt erstmalig eine Übereinstimmung zwischen in-vitro- und in-vivo- 

Daten bei der Metabolisierung von NHU zu Harnstoff durch das mARC-Enzymsystem. 

Diese Reduktion geht mit einer Inaktivierung von Hydroxyharnstoff einher und ist eine 

potentielle Ursache für die notwendige Applikation hoher Dosen.  
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5 TMAO Isotopeneffekte 

5.1 Einleitung 

Isotopeneffekte sind grundsätzlich auf die Eigenschaften der Atomkerne, wie der 

Masse, dem Spin mit dazugehörigem magnetischen Moment und dem Volumen, 

zurückzuführen (Buchachenko, 2013). Überwiegend basieren diese auf 

Masseunterschieden. In geringem Ausmaß sind diese aber auch masseunabhängig 

und beruhen dann auf den anderen Kerneigenschaften (Simon and Palm, 1966). 

Masseabhängige Isotopeneffekte sind, wie der Name bereits suggeriert, Effekte, die 

durch unterschiedliche Isotopenmasse zustande kommen. In Molekülen, die 

unterschiedliche Isotope tragen, ergeben sich aufgrund des Masseunterschiedes auch 

unterschiedliche Schwingungsenergien. Folglich reagieren schwere Kerne träger 

(Buchachenko, 2013). Der massespezifische Isotopeneffekt ist bei Wasserstoff (1H/2D) 

groß und wird umso kleiner, je geringer der prozentuale Masseunterschied ist. Für 

Kohlenstoff (12C/13C) fallen diese in der Regel sehr klein aus (Simon and Palm, 1966; 

Buchachenko, 2013) . 

Messungen von Schwefelisotopen durch Hulston und Thode legten den Grundstein für 

die Erforschung masseunabhängiger Isotopeneffekte (Hulston and Thode, 1965). Bei 

diesen sind die prominentesten Phänomene jene, die von ihrem Kernspin, also ihrem 

magnetischen Moment, abhängig sind. Sie werden als magnetische Isotopeneffekte 

bezeichnet, da sie durch magnetische Interaktionen in Erscheinung treten 

(Buchachenko, 2013). Insgesamt sind diese Effekte meistens sehr klein, sodass ihre 

Quantifizierung einer empfindlichen Analytik bedarf (Simon and Palm, 1966). 

Fisher et al. stellten eine Theorie zur quantendynamischen Selektion (QDS – quantum 

dynamical selection) auf. Demnach sollen symmetrische Moleküle in Abhängigkeit von 

ihrem Isotopenmuster mit unterschiedlichen kinetischen Parametern (enzymatisch) 

umgesetzt werden (Fisher and Radzihovsky, 2018). Trimethylamin-N-Oxid (TMAO) 

stellt mit seiner trigonal pyramidalen Molekülstruktur ein symmetrisches Molekül dar 

(Greenberg et al., 2020). Es kann enzymatisch zu Trimethylamin (TMA) reduziert 

werden (Abbildung 8). Eine enzymatische Reduktion von TMAO bietet die Möglichkeit, 

die Reaktion unterschiedlich isotopenmarkierter Moleküle zu verfolgen und 

entsprechend zu charakterisieren.  
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Abbildung 8: Reduktion von TMAO zu TMA.  

(Abbildung erzeugt mit BioRender) 

TMAO ist sowohl ein Substrat für das mARC-Enzymsystem als auch für bakterielle 

Molybdoenzyme aus der DMSO-Reduktase-Familie (McCrindle et al., 1979; Schneider 

et al., 2018). 

Die TMAO-Reduktasen zählen genauso wie mARC, wie in Kapitel 1.3 beschrieben, zu 

den molybdänhaltigen Enzymen. Das Gen torZ kodiert für das Protein TorZ. Analog zu 

mARC ist in dem aktiven Zentrum von TorZ auch Molybdän in Form von MoVI 

vorhanden. Die torZ-kodierenden Enzyme zählen zu der DMSO-Reduktase-Familie 

der mononukleären Molybdän-Enzyme. Es ist nicht im Cytoplasma, sondern im 

Periplasma lokalisiert und kann nicht nur S-Oxide, sondern auch N-Oxide reduzieren 

(McCrindle et al., 1979). Entsprechend katalysiert TorZ auch die Reduktion von TMAO 

zu TMA. Wie bereits aus Kapitel 2.2 SI Fig. 10 + 11 hervor geht, werden für die 

Reduktion durch das mARC-Enzymsystem hohe TMAO-Konzentrationen benötigt. 

Daher soll die Analytik zunächst mit dem mARC- Enzymsystem erfolgen, aber bei der 

Notwendigkeit höherer Umsetzungsraten sollte das Enzymsystem gewechselt und die 

Analytik mit TorZ weiterverfolgt werden.  

Für die enzymatische Reduktion ist auch bei diesem Enzymsystem ein 

Elektronendonor notwendig, welcher das MoVI zu MoIV reduziert. Wie aus Abbildung 9  

hervorgeht, werden im mARC-Enzymsystem die Elektronen ausgehend von NADH auf 

Cyb5R, weiter auf Cyb5B und anschließend auf mARC übertragen, welches dann die 

Substrate reduziert.  Bei molybdänhaltigen Enzymen wird die Aktivität üblicherweise 

mithilfe eines Methylviologen (oder Benzylviologen)-Assays detektiert (Nieter 

Burgmayer et al., 2004). Bei diesem Assay wird zunächst Methylviologen mit 

Natriumdithionit zu dem blau gefärbten Methylviologenradikal reduziert. Dieses dient 

als Elektronendonor und überträgt anschließend seine Elektronen weiter auf das 

molybdänhaltige Protein, welches wiederum seine Substrate reduziert und selber 
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wieder farblos wird (Abbildung 9) Durch die Blaufärbung des Methylviologen-Radikals 

lässt sich die Reaktion photometrisch bei 600 nm verfolgen.  

 

 

 

Abbildung 9: Funktionweise und Ablauf des Methylviologen-Assays. 

In sauerstofffreier Umgebung wird Methylviologen durch Zugabe von Natriumdithionit zum blau 
gefärbten Methylviologen-Radikal reduziert. Dieses überträgt seine Elektronen auf das 
Molybdän im aktiven Zentrum des Enzyms, welches diese zur Reduktion seiner Substrate 
verwendet (Watanabe and Honda, 1982). (Abbildung erzeugt mit BioRender) 

Für die Beantwortung der Fragestellung dient TMAO als Substrat. Dieses erfüllt nicht 

nur die Anforderungen an eine symmetrische Molekülstruktur, sondern ist auch 

Gegenstand der Forschung. Ursprünglich bekannt ist TMAO als Osmolyt, welches 

unter anderem Tiefseefischen hilft, durch seine proteinstabilisierende Wirkung, 

osmotischen Stress und hydrostatischen Druck auszuhalten (Ufnal et al., 2015). Im 

menschlichen Körper hingegen wird es in Verbindung mit kardiovaskulären 
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Erkrankungen (CVD – cardiovascular disease) gebracht. Dort entsteht es initial aus 

Cholin und L-Carnitin, welche durch Bakterien des humanen Mikrobioms (Firmicutes, 

Proteobakterien) in Trimethylamin (TMA) umgewandelt werden. In der Leber wird es 

dann durch die humane FMO3 zu Trimethylamin-N-Oxid (TMAO) oxygeniert. Als 

Quelle für Cholin dient Phosphatidylcholin, welches in der Nahrung insbesondere in 

Milch und rotem Fleisch vorkommt. L-Carnitin wird endogen aus Methionin und Lysin 

synthetisiert (Thomas and Fernandez, 2021). In Lebensmitteln ist auch dieses vor 

allem in rotem Fleisch und Milchprodukten zu finden. Eine Ernährung, bei der keine 

Lebensmittel ausgeschlossen werden, bezeichnet man als eine omnivore Ernährung 

(Robert F. Denno, Wiliam F. Fagan, 2003). Durch die geringere Aufnahme an 

L-Carnitin weisen Vegetarier im Vergleich zu Omnivoren niedrigere TMAO-Spiegel auf 

(Koeth et al., 2019).  

Hohe TMAO-Spiegel korrelieren mit einem erhöhten Risiko für eine endotheliale 

Dysfunktion, akutem Herzversagen, Schaumzellenbildung, Infarkt der 

Herzkranzgefäße, vermindertem reversen Cholesterin-Transport, Aktivierung von 

Entzündungen und Gefäßalterung (Abbildung 10). Zudem zeigen weitere Studien 

Hinweise auf einen Zusammenhang mit viszeraler Adipositas und 

Fettlebererkrankung. Entsprechende zugrundeliegende Wirkmechanismen sind 

weiterhin unverstanden (Thomas and Fernandez, 2021). Daher war die Nutzung von 

TMAO als Biomarker für kardiovaskuläre Erkrankungen in der Diskussion. Allerdings 

ist unklar, ob hohe TMAO-Plasmaspiegel ein Marker oder Mediator für kardiovaskuläre 

Risiken darstellen, sodass die Verwendung als Biomarker kritisch zu betrachten ist 

(Guasti et al., 2021). 
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Abbildung 10: Entstehung von TMAO im menschlichen Körper 

In Lebensmitteln enthaltenes L-Carnitin wird durch Darmbakterien zu TMAO umgewandelt 
und schließlich durch die FMO3 in der Leber zu TMAO oxygeniert, welches zu einem 
erhöhten kardiovaskulärem Risiko führt (Thomas and Fernandez, 2021). (Abbildung erzeugt 
mit BioRender)  

Auf zellulärer Ebene transportiert L-Carnitin die Fettsäuren von dem Zytosol in das 

Mitochondrium, in dem diese zur Energiegewinnung genutzt werden (Longo et al., 

2016). Daher ist diese Substanz als Supplement besonders im Fokus hinsichtlich 

metabolischer Effekte insbesondere im sportphysiologischen und im diätetischen 

Kontext. Supplementationen von L-Carnitin in Kombination mit Kohlenhydraten über 

einen Zeitraum von bis zu 3 Monaten in Höhe von 1- 4 g täglich führen zu erhöhten 

TMAO-Plasmaspiegeln. Hierbei ist das Ausmaß abhängig vom Geschlecht, Alter und 

der Ernährungsform (Omnivore/Vegetarier). Gleichzeitig wurden in diesen Studien 

keine erhöhten Marker für Inflammationen oder oxidativen Stress detektiert (Sawicka 

et al., 2020). 

In dieser Arbeit sollte es allerdings nur um die Isotopenunterschiede gehen. Je 

nachdem, ob eine, zwei oder alle drei Methylgruppen des TMAOs 13C-markiert 

vorliegen, können potentielle kinetische Unterschiede detektiert werden. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der postulierte masseunabhängige Isotopeneffekt 

näher untersucht werden. Da die masseabhängigen Isotopeneffekte in der Regel sehr 

klein sind, bedarf es einer guten und sensitiven Analytik (Simon and Palm, 1966).  
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5.1.1 mARC-katalysierte Umsetzung  

5.1.1.1 Material  

Tabelle 2: Materialien 

Material Hersteller 

96-deep well strip tubes  Corning 4408 

Eppendorf Reference® Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH 

Feinwaage Explorer OHAUS Europe GmbH 

Magnetrührer IKA-Werke GmbH & Co. KG 

Metallblock Werkstatt 

Multipette® E3/Multipette® E3x - 

Elektronische Mehrfachdispenser-

Pipette 

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH 

pH-Meter WTW Multical Altmann Analytik GmbH & Co. KG 

Pipetten Eppendorf 

Pipettenspitzen Sarstedt AG & Co. KG 

PURELABflex 1  

 

Veolia Water Technologies 

Deutschland GmbH, Berlin 

Racks Sarstedt AG & Co. KG 

Reaktionsgefäße Greiner Bio-One GmbH 

Schraubröhre, Zentrifugenröhrchen Sarstedt AG & Co. KG 

Vortexer Reax top Heidolph Instruments GmbH & Co. KG 
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Tabelle 3: Reagenzien 

Reagenzien Hersteller 

2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure Carl Roth GmbH & Co. KG 

Acetonitril Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ameisensäure Fisher Scientific GmbH 

Ammonium-Hydroxid-Lösung Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Ethylbromacetat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

NADH Carl Roth GmbH & Co. KG 

Trimethylamin-13C3 N-Oxid Isosciences Cat-Nr. 15206 

Trimethylamin-13C3,15N-Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trimethylamin-d9 N-Oxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trimethylamin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Trimethylamin-N-Oxid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Wasser (HPLC-grade) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

 

Für den fluoreszenzbasierten Assay wurden die Materialien wie in  2.2 genannt 

verwendet. Die rekombinanten Proteine wurden für alle Methoden durch Michel A. 

Struwe und Brigitte Bittner wie in (Wahl et al., 2010) beschrieben hergestellt. 

Tabelle 4: Software 

Software Hersteller 

Excel 2019 Microsoft, Inc 

Word 2019 Microsoft, Inc 

Origin OriginLab Corporation Northampton, 

MA, USA 

i-control™ Tecan Trading AG, Switzerland 

BioRender BioRender,Toronto, Ontario,Canada, 

BioviaDraw2024 Dassault Systemes 
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5.1.1.2 Methoden 

5.1.1.2.1 Derivatisierung mit Ethylbromacetat 

Die benutze Methode mit LC-MS-Detektion wurde von Boehringer Ingelheim Pharma 

GmbH & Co., Biberach an der Riss, Germany, Department of Drug Discovery 

Sciences, Discovery Science Technologies, zur Verfügung gestellt. 

Die verwendeten Proteinmengen wurden in Anlehnung an die Methode von Schneider 

et al., 2018 eingesetzt. Für die enzymatische Inkubation wurden 111 pmol (3,75 µg) 

hmARC1, 37,5 pmol Cyb5B (Häm) und 3,75 pmol Cyb5R (FAD) und Substrat in 

20 mM MES pH 6 für 3 min bei 37 °C vorinkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von 1 mM NADH gestartet (Gesamtvolumen 75 µl) und nach 15 min durch Zugabe von 

50 µl eisgekühltem Acetonitril abgestoppt. Als interner Standard diente eine 2 mM 

Stammlösung von jeweils TMA-13C3,15N und TMAO-d9. 

Auf der Eis-gekühlten 96-well-Mikrotiterplatte wurden zunächst serielle 

Verdünnungsreihen sowohl von TMA als auch von TMAO in einem Gesamtvolumen 

von 200 µl mit einem Verdünnungsfaktor von 0,5 hergestellt. Für TMA wurden die 

Verdünnungsreihen ausgehend von 100 µM erstellt. Als Quality control wurden weitere 

Reaktionskammern mit einer 20 µM, 0,2 µM und einer 0,02 µM Lösung vermessen.  

Die TMAO-Verdünnungsreihe wurde analog mit einer Startkonzentration von 100 mM 

erstellt. Für die Quality controls wurden 1 mM, 100 µM 10 µM und 1 µM Proben erstellt. 

Als weitere Kontrollen dienten gespikte Proben zu denen jeweils 10 pmol TMAO/TMA 

hinzugefügt wurden. 

In einer weiteren 1 ml 96-deep-well-Mikrotiterplatte wurden zunächst in jede 

Reaktionskammer 30 µl 0,5 M Ammoniumchlorid-Lösung, 50 µl 0,2 M 

Ethylbromacetat-Lösung und jeweils 20 pmol Interner-Standard vorgelegt. 

Anschließend wurden zügig jeweils 10 µl Probe bzw. Standards in die einzelnen 

Reaktionskammern hinzugefügt und die Platte mit einer Folie versiegelt. Nach 

Vortexen und kurzer Zentrifugation für 30 s bei 50 rpm wurde die Platte 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde die Platte erneut für 30 s 

bei 50 rpm zentrifugiert und die Reaktion nach Entfernen der Abdeckfolie mit 500 µl 

25 mM Ameisensäure in Acetonitril abgestoppt. Nach erneuter Zentrifugation bei 

3200 rpm für 5 min bei 4 °C wurden 400 µl in ein Mikroreaktionsgefäß überführt und 

bei -20°C gelagert bis diese per LC/MS/MS analysiert wurden.  
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Die LC-MS-Analytik wurde von Dr. David Kvaskoff in Kooperation mit Boehringer 

Ingelheim durchgeführt. 

Zunächst wurden die Proben in der 96-well-Mikrotiterplatte für 5 min bei 3200 rpm bei 

4 °C zentrifugiert. 50 µl des Überstandes wurden abgenommen und mit 150 µl ACN 

verdünnt.  Diese wurden anschließend in die HPLC eingespritzt: 

Injektionsvolumen: 5 µL 

Instrumente: Agilent Infinity II 1290 UPLC and SCIEX 6500+ QTRAP/SelexION+ 

MS-Parameter: ESI+, CUR 35, CAD Medium(8), ISV 4500, TEM 450, GS1/GS2 50, 

Q1/Q3 Unit 

Parameter der differenziellen Ionenmobilität (falls vorhanden): SV 4000, DT 150, 

DR 10 psi, Modifier (none) 

Säule: ACQUITY UPLC BEH HILIC 130Å, 1,7 µm, 2,1 x 50 mm P/N 186003460 

Säulenofen: Temp. 60ºC 

Mobile Phase: (A) 30 mM Ammoniumformiat/0,1% Ameisensäure pH 3.8, (B) 

100% ACN 

Flussrate: 1 mL/min 

Gradient: 97 %B (0,0 min), 97 %B (0,2 min), 80 %B (1,2 min), 65 %B (1,3 min), 65 % B 

(1,8 min), 97 %B (2,0 min), 97 %B (3,0 min) 

 

5.1.1.2.2 Fluoreszenzbasierter Assay  

Die ersten Messungen wurden wie in Kapitel 2.2 beschrieben durchgeführt. Final 

erfolgte die Analytik folgendermaßen: Die Änderung der NADH-Fluoreszenz 

(λex = 340 nm; λem = 465 nm) wurde mit einem TECAN Infinite 200 M Pro 

Plattenlesegerät detektiert. Das Reaktionsvolumen betrug 75 μl. In jedes well wurde 

zunächst ein Mastermix vorgelegt, welcher aus 144,75 pmol (4,88 μg) hmARC1, 

48,75 pmol hCyb5B (Häm) und 75 nmol NADH in 100 mM MES-Puffer pH 6 bestand. 

Mit einer seriellen Verdünnungsreihe mit einem Verdünnungsfaktor von 0,75 wurde 

eine Konzentrationsreihe ausgehend von einer Startkonzentration von 6,75 M für eine 

Kinetik erstellt. Nach kurzem Schütteln zum Homogenisieren im Plattenlesegerät 

wurde die Platte für 3 min vorinkubiert. Die Reaktion wurde anschließend mit einer 

Stepperpipette mit 4,88 pmol hCyb5R3 (FAD) gestartet. Nach erneutem, kurzem 

Schütteln für 2 s wurde die Fluoreszenz 20 min überwacht. Die Umsetzungsraten 

wurden aus der Steigung der Fluoreszenzintensität mithilfe einer NADH-Kalibrierreihe 
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berechnet und mit der Menge des eingesetzten Proteins in Beziehung gesetzt. Die 

Kurvenanpassung wurde mit den Standardfunktionen von Origin (OriginLab 

Corporation Northampton, MA, USA) und Excel 2019 (Microsoft, Inc.) durchgeführt. 

5.2 torZ 

5.2.1 Material 

Zusätzlich zu den in Kapitel 5.1.1.1 aufgeführten Materialien wurden folgende 

Materialien verwendet: 

Tabelle 5: Materialien für die torZ-Analytik 

Material Hersteller 

pBAD/Myc-His-Plasmid  Invitrogen 

NEB5-alpha-Zellen  New England Biolabs 

Emulsiflex C3 

Hochdruckhomogenisator 

Avestin Europe GmbH 

HisTrap HP 5-mL-Säule  Cytiva 

ÄKTA-Pure-Chromatographie-System  Cytiva 

10 kDa Amicon-Zentrifugalfilter  Merck KGaA 

Ultrazentrifuge Beckman Coulter GmbH 

BCA Protein Assay Kit  Thermo Fisher Scientific 

UV-2600i Spektrophotometer  adzu Deutschland GmbH 

OD 600 Spektrophotometer BioRad SmartSpecTM Plus 

Spectrophotometer 

Umdreh-Septum-Stopfen Fisher Scientific GmbH 

Halbmikroküvette PS, 1,5ml Nerbe plus GmbH Co. KG 

25 µl Hamilton Spritze Hamilton 
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Tabelle 6: Reagenzien für die torZ Analytik 

Reagenzien Hersteller 

Tricin Carl Roth GmbH & Co. KG 

Terrific-Broth-Medium  Carl Roth GmbH & Co. KG 

Carbenicillin Carl Roth GmbH & Co. KG 

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Magnesiumsulfat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriummolybdat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Eisencitrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumdithionit Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Methylviologen Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

L-Arabinose Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co. KG 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH & Co. KG 

Glycerin Carl Roth GmbH & Co. KG 

ROTI®Blue quick Carl Roth GmbH & Co. KG 

 

5.2.2 Methoden 

5.2.2.1 Proteinreinigung 

Zur Herstellung von rekombinantem TorZ wurde das torZ-Gen einschließlich des N-

terminalen Signalpeptids für die periplasmatische Lokalisierung durch Polymerase-

Kettenreaktion aus genomischer DNA von E. coli UTI89 amplifiziert und in ein 

pBAD/Myc-His-Plasmid kloniert. Der korrekte Aufbau des Plasmids wurde durch 

Sanger-Sequenzierung bestätigt. Das Plasmid wurde in chemisch kompetente NEB5-

alpha-Zellen transformiert, die auch als Expressionsstamm dienten.  

Die Zellen wurden in Terrific-Broth-Medium mit 100 µg·ml-1 Carbenicillin, 10 mM 

MgCl2, 10 mM MgSO4, 1 mM Na2MoO4 und 100 µM Eisencitrat bei 37 °C unter 

kräftigem Schütteln kultiviert, bis eine OD600 von ca. 1 erreicht war. Anschließend 
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wurde die Temperatur auf 30 °C gesenkt, 0,01 % L-Arabinose zugegeben und die 

Inkubation über Nacht fortgesetzt.  

Die Zellpaste wurde durch Zentrifugation geerntet, in NiNTA-Puffer (50 mM NaH2PO4, 

300 mM NaCl, 10 % Glycerin, pH 7,5) resuspendiert und durch zweimaliges 

Durchlaufen durch einen Emulsiflex C3 Hochdruckhomogenisators (Avestin) bei ca. 

1.200 bar lysiert. Die Zelltrümmer wurden durch Ultrazentrifugation bei 50.000 g für 

30 min bei 4 °C entfernt, und das gereinigte Lysat wurde auf eine HisTrap HP 5-mL-

Säule geladen, die an ein ÄKTA-Pure-Chromatographie-System angeschlossen war. 

Die Säule wurde mit NiNTA-Puffer gewaschen, der 25 mM Imidazol enthielt und das 

Zielprotein wurde mit einem linearen Imidazolgradienten von 25 mM bis 150 mM 

eluiert. Die Fraktionen wurden durch Coomassie-gefärbte SDS-PAGE analysiert, 

gepoolt und mit Hilfe von Zentrifugalfiltern mit einem MW-Cutoff von 10 kDa 

konzentriert. Aliquots wurden in flüssigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur weiteren 

Verwendung bei – 80 °C gelagert. Die Proteinkonzentrationen wurden mit dem Pierce 

BCA Protein Assay Kit bestimmt.  

5.2.2.2 Methylviologen-Assay 

Die Aktivitätsassays wurden anhand der Oxidation von reduziertem Methylviologen 

durch Messung der Absorption bei 600 nm (ε = 13,7 mM-1·cm-1) über die Zeit mit einem 

Spektrophotometer aufgenommen (Watanabe and Honda, 1982). 

Die Enzymtests erfolgten anaerob bei 37 °C in 20 mM Tricinpuffer pH 8,25 mit Zusatz 

von 190 mM Natriumsulfit in einem Gesamtvolumen von 1 ml. 

Zur Erfassung einer Kinetik wurden 24 Konzentrationen gemessen. Ausgehend von 

einer Konzentration von 900 mM wurde eine serielle Verdünnungsreihe mit einem 

Verdünnungsfaktor von 0,7 erstellt. Aufgrund der Hygroskopizität des TMAO wurden 

die Gewichtskorrekturfaktoren direkt nach der ersten Messung neu bestimmt und bei 

der Auswertung mathematisch berücksichtigt. Dies führt zu leichten Abweichungen in 

der Ausgangskonzentration. 

Nachdem 200 µM Methylviologen, Substrat und Puffer vorgelegt wurden, wurde die 

Küvette mit einem Stopfen verschlossen. Mittels Begasung der Küvette mit Argon 

unter Druckausgleich mit einer Kanüle wurden anaerobe Bedingungen geschaffen. 

Das Methylviologen wurde durch Injektion von 300 µM Natriumdithionit mit einer 25-µl-

Hamilton-Spritze reduziert, und die Absorption des entstehenden blauen 

Methylviologen-Radikals wurde gemessen. Bei Vorliegen einer stabilen Absorption 
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über einen Zeitraum von ca. 25 s wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 

1 µg TorZ gestartet. 

 

5.3 Ergebnisse und Diskussion 

Natürlich vorkommender Kohlenstoff (C) ist 12C. Zu 1,1 % liegt dieser als 13C vor. Zur 

Vereinfachung wird im Folgenden 12C-TMAO als natürlich vorkommendes, nicht 

isotopenmarkiertes TMAO angegeben und in Abhängigkeit, ob eine, zwei oder alle 

Methylgruppen des TMAO 13C-markiert vorliegen als 1x 13C, 2x 13C, 3x 13C-TMAO 

betitelt. 

Für die Beantwortung der Fragestellung wurde zunächst die in 5.1.1.2.1 beschriebene 

Methode angewendet. Diese führte zu einigen Problemen. Vorrangig war unter den 

vorhandenen Bedingungen ein hohes Grundrauschen zu beobachten. Gleichzeitig 

waren die detektierten TMA-Mengen sehr gering. Eine Erhöhung der TMAO-

Konzentration ging mit einer erhöhten TMA-Menge sowohl in der mARC-katalysierten 

Umsetzung als auch in der Kontrolle ohne mARC einher (Daten nicht gezeigt). Unter 

diesen Bedingungen ist nicht unterscheidbar, ob die TMA-Mengen auf die 

enzymatische Umsetzung oder durch die chemische Umsetzung der Substanz 

zurückzuführen sind. Auch der Einsatz von TMAO-d9 wäre denkbar. Aus 

Kostengründen wurde an dieser Methode nicht weitergearbeitet.  

Im Anschluss wurde eine weitere bestehende Methode genutzt, um die Analytik zu 

benutzen. Dazu wurde die in Kapitel 2.2 beschriebene fluoreszenzbasierte Methode 

angewendet. 
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Abbildung 11:  Enzymatische Umsetzung von 12C-TMAO durch hmARC1. 

Ausgehend von einer Konzentration von 6,75 M TMAO konnten keine Sättigungen in 

den enzymatischen Aktivitäten erreicht werden (Abbildung 11). Da die Konzentration 

von TMAO aufgrund der Überschreitung der Sättigungslöslichkeit limitiert ist und nicht 

weiter erhöht werden konnte, wurde der Versuch mit halbierter Proteinmenge und 

unter Verlängerung der Messzeit auf 20 min wiederholt (Abbildung 12). 

 

 

Abbildung 12: Enzymatische Umsetzung von 12C-TMAO durch hmARC1 mit reduzierter 
eingesetzter Proteinmenge wie in 5.1.1.2.2 beschrieben. 

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

100

150

200

250

300

350
A

k
ti
v
it
ä
t 
[n

m
o
l∙
m

g
-1

∙m
in

-1
]

log(cTMAO) [mM]

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

100

200

300

400

500

A
k
ti
v
it
ä
t 
[n

m
o
l∙
m

g
-1

∙m
in

-1
]

log(cTMAO) [mM]



88 
TMAO Isotopeneffekte 

Der Versuch zeigt, dass bei hohen Konzentrationen die Aktivität wiederum absinkt. 

Dieses wurde auf basisch reagierendes TMA zurückgeführt, da der gemessene pH-

Wert bei den höchsten Konzentrationen bei pH 8 lag. Bei diesem pH-Wert ist mARC 

inaktiv (Bauch, 2015). Folglich wurde der Versuch in einem stärker gepufferten System 

wiederholt und überprüft, ob der pH-Wert auch bei hohen Konzentrationen konstant 

bei pH 6 blieb. 

 

Abbildung 13: Enzymatische Umsetzung von 12C-TMAO durch hmARC1 mit reduzierter 
eingesetzter Proteinmenge wie in 5.1.1.2.2 beschrieben in 100 mM MES pH 6. 

 

Abbildung 13 zeigt, dass auch unter den in Kapitel 5.1.1.2.2 beschriebenen 

Bedingungen keine Sättigung in den enzymatischen Aktivitäten erreicht wird und eine 

Berechnung enzymkinetischer Parameter nicht möglich ist. An dieser Stelle muss 

zudem berücksichtigt werden, dass durch die hohen Substratkonzentrationen 

unterschiedliche Viskositäten vorliegen können, die zusätzlich Einfluss auf die 

enzymatischen Umsetzungen haben, da die Diffusion die Anzahl der möglichen 

Zusammenstöße zwischen Enzym und Substrat limitiert.  

Für die Beantwortung der Fragestellung ist es essentiell, dass die enzymatischen 

Umsetzungen mit deutlich höheren Umsetzungsraten erfolgen, um insbesondere 

kleinere Unterschiede detektieren zu können. Aufgrund der sehr geringen 

Umsetzungsraten von mARC, musste das Enzymsystem gewechselt werden und ein 

Assay mit der bakteriellen TMAO Reduktase TorZ wurde etabliert.  
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Um den Assay erfolgreich anwenden zu können, mussten zunächst einige 

Optimierungen vorgenommen werden. Diese beinhalteten die Auswahl des besten 

Puffersystems, des optimalen Injektionsvolumens, der korrekten Kanülenauswahl, 

Temperatur-Kontrolle, der Zugabe von Sulfit als Sauerstofffänger, der Bestimmung der 

geeigneten Proteinmenge und benutzen Substratkonzentrationen und der 

dazugehörigen geeigneten Verdünnungsfaktoren, um gute Kinetiken zu erhalten. 

Nach der Optimierung zahlreicher Parameter wurden zunächst 3 Kinetiken mit 

kommerziell erhältlichem 12C-TMAO wie in Kapitel 5.2.2.2 durchgeführt, um zu prüfen, 

ob die Methode unter den definierten Parametern geeignet ist und reproduzierbar 

abläuft (siehe Abbildung 14). Da die 13C-TMAO-Derivate kommerziell nicht erhältlich 

waren, wurden diese von Jonas Hildebrandt (AG Clement) synthetisiert und zur 

Verfügung gestellt. Damit alle Derivate unter den gleichen Bedingungen synthetisiert 

wurden, wurde auch das unmarkierte TMAO unter diesen Bedingungen selber 

hergestellt (siehe Abbildung 14). 

  

 

Abbildung 14: Michaelis-Menten-Kinetik von kommerziellem 12C-TMAO durch die 
enzymatische Umsetzung von TorZ. 

Bestimmte Parameter sind KM = 36,13 ± 4,54 mM, Vmax = 210.2 µmol·mg−1·min−1 ± 4,51, 
R2 = 0,989. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 900 mM bis 0 mM mit einem 
Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. 
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Abbildung 14 bestätigt, dass die Methode geeignet ist und reproduzierbare Ergebnisse 

liefert. Dennoch ist der bestimmte KM-Wert des kommerziell erhältlichen 12C-TMAOs 

für TorZ mit 36 mM verhältnismäßig hoch, sodass von jedem TMAO-Derivat nur eine 

Kinetik aufgenommen werden konnte (siehe Abbildungen 15-18). 

 

 

Abbildung 15: Michaelis−Menten Sättigungskurven von der Reduktion von 12C-TMAO durch 
TorZ. 

Bestimmmte Werte sind KM = 32,65 ± 4,25 mM, Vmax = 230,9 µmol·mg−1·min−1 ± 7,43, 
R2 = 0,971. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 1078 mM bis 0 mM mit einem 
Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. 
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Abbildung 16:  Michaelis−Menten Sättigungskurve für die Reduktion von 1x 13C-TMAO durch 
TorZ. 

Bestimmte Werte sind KM = 26,53 ± 4,78 mM, Vmax = 140,76 µmol·mg−1·min−1 ± 6,23, 
R2 = 0,942. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 900 mM bis 0 mM mit einem 

Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. 

 

Abbildung 17: Michaelis-Menten Sättigungskurve von 2x13C-TMAO durch TorZ.  

Bestimmte Parameter sind KM = 24,78 ± 4,34 mM, Vmax = 240,96 µmol·mg−1·min−1 ± 10,26, 
R2 = 0,945. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 900 mM bis 0 mM mit einem 
Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. 
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Abbildung 18: Michaelis-Menten Sättigungskurve von 3x13C-TMAO durch TorZ.  

Bestimmte Parameter sind KM = 16,91 ± 3,25 mM, Vmax = 206,73 µmol·mg−1·min−1 ± 10,40, 
R2 = 0,924. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 900 mM bis 0 mM mit einem 
Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. 

 

 

Abbildung 19: Zusammenfassung der Abbildungen 15-18 in einem Graphen. 

 

Abbildungen 15 bis 18 zeigen die individuellen Michaelis-Menten-Kinetiken der 

einzelnen TMAO-Isotope und Abbildung 19 zeigt alle Kinetiken in einem Graphen. Die 
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ermittelten enzymkinetischen Parameter sind in Tabelle 7 zusammengefasst sowie die 

ermittelten KM-Werte in Abbildung 20  und die Vmax-Werte in Abbildung 21 aufgetragen.  

Abbildung 20 lässt zunächst vermuten, dass die KM-Werte mit zunehmender Anzahl 

an 13C-Methylgruppen im TMAO sinken. Da sich die Standardabweichungen der 

ermittelten KM-Werte allerdings überschneiden, können keine signifikanten 

Unterschiede hinsichtlich der KM-Werte ermittelt werden. Lediglich der KM-Wert des 

3x 13C-TMAOs ist im Vergleich zu den anderen Derivaten geringer. Bei den Vmax-

Werten hingegen weicht nur 1x13C-TMAO von den anderen Derivaten ab und ist mit 

140 µmol∙mg-1∙min-1 deutlich geringer im Vergleich zu den anderen Isotopen, die bei 

über 200 µmol∙mg-1∙min-1 liegen (Abbildung 21). 

Tabelle 7: Michaelis-Menten-Parameter aus den Abbildungen 15-18. 

 kM [mM] Vmax [µmol∙mg-1∙min-1] kcat [s-1] kcat/kM [s-1∙M-1] 

12C-TMAO 32,65 ± 4,25 230,9 ± 7,43 340575,2 1,0·107 

1x 13C-TMAO 26,53 ± 4,78 140,8 ± 6,23 207669,6 7,8·106 

2x 13C-TMAO 24,78 ± 4,34 241,0 ± 10,26 355457,2 1,4·107 

3x 13C-TMAO 16,9 ± 3,25 206,7 ± 10,4 304906,1 1,8·107 

 

 

Abbildung 20: KM-Werte im Überblick 

Die angegebenen Standardabweichungen entsprechen den Abweichungen des Fits (n=1). 
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Abbildung 21: Vmax-Werte im Überblick 

Die angegebenen Standardabweichungen entsprechen den Abweichungen des Fits (n=1). 

 

Wie in Abschnitt 1.1 erwähnt, kann man die enzymkinetischen Parameter auch mit 

einer 4-parametrigen logistischen Funktion, dem Boltzmann-Fit, bestimmen. In 

Abbildung 22 sind die Daten des kommerziell erhältlichen TMAOs aus Abbildung 14 

mit dem Boltzmann-Fit dargestellt. Wendet man diesen Fit auf alle anderen 

Isotopenmarkierten TMAO-Derivate an, resultieren die in Tabelle 8 aufgelisteten 

Parameter. Zusätzlich sind zum Vergleich die Daten aus Tabelle 7 mit aufgelistet. 
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Abbildung 22: Boltzmann-Fit des kommerziellen 12C-TMAOs 

Bestimmte Parameter sind KM = 56,21 ± 1,2 mM, Vmax = 220,79 µmol·mg−1·min−1 ± 9,34, 
R2 = 0,9967. Assay Bedingungen erfolgten wie in 5.2.2.2 beschrieben. Um eine Kinetik 
aufzunehmen, wurden, 24 Konzentrationen ausgehend von 900 mM bis 0 mM mit einem 
Verdünnungsfaktor von 0,7 vermessen. Die Durchführung erfolgte als Triplikat. 

 

Tabelle 8: Enzymkinetische Parameter aller TMAO-Derivate aus Michaelis-Menten-Fit und 
Boltzmann-Fit im Überblick. 

TMAO-

Derivat 
Michaelis-Menten-Fit Boltzmann-Fit 

 kM [mM] 
Vmax 

 [µmol∙mg-1∙min-1] 
kM [mM] 

Vmax 

 [µmol∙mg-1∙min-1] 

12C 32,65 ± 4,25 230,9 ± 7,43 40,1 ± 1,19 224,61 ± 5,19 

1x 13C 26,53 ± 4,78 140,8 ± 6,23 34,14 ± 1,16 119,24 ± 2,34 

2x 13C 24,78 ± 4,34 241,0 ± 10,26 29,16 ± 1,17 206,40 ± 3,59 

3x 13C 16,9 ± 3,25 206,7 ± 10,4 18,57 ± 1,20 173,54 ± 1,75 

 

Die unterschiedlichen KM-Werte sind in Abbildung 23 grafisch dargestellt. Da es sich 

bei den Messungen jeweils um Einpunktbestimmungen handelt, geben die 
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Standardabweichungen in Tabelle 8 und Abbildung 23 die Abweichungen von dem Fit 

an und entsprechen nicht der Standardabweichung einer Triplikatbestimmung. 

Trotz der Abweichungen ist bei beiden Fits der Trend erkennbar, dass mit 

zunehmender 13C-Markierung die KM-Werte sinken. Die zugehörigen 

Standardabweichungen sind bei dem Boltzmann-Fit deutlich kleiner, sodass der Trend 

des sinkenden KM-Wertes mit zunehmender 13C-Markierung deutlich signifikanter zu 

erkennen ist (siehe Abbildung 23). 

 

 

Abbildung 23: Ermittelte KM-Werte aus Michaelis-Menten Fit und Boltzmann Fit in der 
Übersicht. 

Die angegebenen Standardabweichungen entsprechen den Abweichungen des Fits (n=1). 

 

Zusammenfassend kann man festhalten, dass der Assay für die TorZ-katalysierte 

Umsetzung von TMAO so optimiert wurde, dass die Analytik gute und reproduzierbare 

Ergebnisse liefert. 

 

Dieses Projekt wurde in Zusammenarbeit mit einem weltweiten Konsortium 

durchgeführt. Dabei ging es darum, wie in der Einleitung beschrieben, eine 

enzymatische Umsetzung zu finden, die die Quantum dynamical selection theory 

bestätigt (Fisher and Radzihovsky, 2018). Unsere Ergebnisse stimmen mit dieser 

Theorie nur teilweise überein. Zurzeit werden meine Ergebnisse mit den anderen 

Teilnehmern des Projektes ausführlich diskutiert und es wird überlegt, welche weiteren 
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Untersuchungen erforderlich sind. Dieses ist aber nicht mehr Gegenstand meiner 

Arbeit. 

5.4 Ausblick 

Problematisch für die Bestimmungen waren insbesondere die hohen bzw teilweise viel 

zu hohen KM-Werte sowohl für mARC als auch für TorZ, da dieses mit einem sehr 

hohen Verbrauch an isotopenmarkierten TMAO einhergeht, welches mit einem 

enormen Zeit- und Kostenaufwand für die Synthese verbunden ist. Um die 

Fragestellung genau beantworten zu können, ist es entweder notwendig, mehr von 

dem isotopenmarkierten TMAO herzustellen oder mit einem Enzymsystem zu 

arbeiten, welches TMAO spezifischer (mit einem niedrigeren KM-Wert) umsetzt.  

TMAO wird in Abwesenheit von Sauerstoff von E.coli auch als alternativer exogener 

Elektronenakzeptor genutzt (Ansaldi et al., 2007). Unter anaeroben Bedingungen wird 

für die Energiegewinnung folglich auch mehr TMAO umgesetzt als unter aeroben 

Bedingungen (Méjean et al., 1994). 

TorA weist im Gegensatz zu TorZ höhere Umsetzungsraten auf und wird mit zu den 

induzierbaren TMAO-Reduktasen gezählt (Barrett, 1985). Für dieses Enzym wurde bei 

der Umsetzung von TMAO ein KM-Wert von 70 µM bestimmt (Iobbi-Nivol et al., 1996).  

Unter anaeroben Bedingungen weist TorA einen terminalen Schwefel-Liganden auf. 

An dieser Stelle findet sich unter aeroben Bedingungen ein Sauerstoff-Ligand.  Zwar 

wird unter aeroben und anaeroben in etwa gleich viel TorA exprimiert, allerdings sinkt 

die Aktivität unter aeroben Bedingungen auf 5 % der Aktivität im Vergleich zu aeroben 

Bedingungen (Kaufmann et al., 2018). 

Die Verwendung von rekombinantem TorA würde zwar dazu führen, dass deutlich 

weniger von dem teuren Substrat notwendig wäre und von einer Charge eine 

weitreichende Analytik mit mehreren Messwiederholungen erfolgen könnte.  Allerdings 

wäre  die Voraussetzung, dass TorA anaerob exprimiert wird (Kaufmann et al., 2018). 

Die Durchführung unter Ausschluss von Sauerstoff würde zu einem sehr hohen 

apparativen Aufwand führen – sowohl bei der Expression als bei der anschließenden 

Analytik. Insgesamt würden damit zwar deutlich geringere Proteinmengen für die 

Analytik notwendig sein, allerdings ist die TorA-Expression und Analytik deutlich zeit- 

und kostenintensiver. 
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Eine weitere Optimierung wäre das Arbeiten im Mikrotiterplattenformat. Dadurch 

würden auch sehr viel Material und Zeit eingespart werden, sodass schneller 

(technische) Replikate produziert werden können, die genauere Quantifizierungen 

ermöglichen. Dieses würde auch ein anaerobes Arbeiten erfordern. Realisierbar wäre 

dieses in einer Glove-Box, mit dem wiederum ein hoher instrumenteller Aufwand 

verbunden wäre. 
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7 Anhang  

7.1 Liste getesteter Substrate 

Mit dem in Kapitel 2 genanntem Assay wurden weitere zahlreiche Substanzen auf eine 

enzymatische Umsetzung durch das mARC-Enzymsystem getestet. 

Tabelle 9: Substanzen, die durch hmARC-1 reduziert werden 

Stoffklasse Substanz Strukturformel 

N-Oxid Pyridin-N-Oxid 

 

N-Oxid 
2-SH-Pyridin-N-
Oxid 

 

 

Tabelle 10: Substanzen, die nicht durch hmARC-1 reduziert werden 

Stoffklasse Substanz Strukturformel 

Nitroso 
S-Nitroso-

Glutathion 

 

Nitro 9-Nitrooleat 

 

Nitrit Tertiär-Butyl-Nitrit 

 



111 
Anhang 

Stoffklasse Substanz Strukturformel 

Sulfonsäure Benzolsulfonsäure 

 

Sulfonsäure Nifurtimox 

 

Sulfonsäure Taurin 

 

Sulfinsäure Na-Benzolsulfinat 

 

Peroxid 
Tertiär-

Butylhydroperoxid 

 

Peroxid Natriumperoxinitrit 
 

Peroxid Cumolhydroperoxid 

 

 Chlorat 

 

 Iodat 
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Stoffklasse Substanz Strukturformel 

N-Oxid Quinoxalin-N-Oxid 

 

 

7.2 Plasmidkarte für die Expression von torZ 

 

Abbildung 24: Plasmidkarte torZ 

 

7.3 Plasmidsequenz torZ 

>pBAD_EcTorZ 

AAGAAACCAATTGTCCATATTGCATCAGACATTGCCGTCACTGCGTCTTTTACTGGCTCTTC

TCGCTAACCAAACCGGTAACCCCGCTTATTAAAAGCATTCTGTAACAAAGCGGGACCAAAGC

CATGACAAAAACGCGTAACAAAAGTGTCTATAATCACGGCAGAAAAGTCCACATTGATTATT

TGCACGGCGTCACACTTTGCTATGCCATAGCATTTTTATCCATAAGATTAGCGGATCCTACC

TGACGCTTTTTATCGCAACTCTCTACTGTTTCTCCATACCCGTTTTTTGGGCTAACAGGAGG

AATTAACCATGGGAACATTAACAAGACGTGAATTTATTAAACATAGCGGTATTGCGGCAGGG

ACGCTGGTGGTGACATCGGCTGCACCGCTACCCGCATGGGCAGAAGAGAAGGGCGGCAAAAT

TCTCACTGCGGGCCGTTGGGGAGCGATGAACGTAGAAGTGAAGGACGGCAAGATTGTTTCTT
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CGACAGGCGCGCTGGCGAAAACCATACCGAACTCCTTACAGTCTACGGCGGCGGATCAGGTA

CACACCACGGCGCGTATTCAGCATCCGATGGTGAGAAAAAGCTATCTCGATAATCCACTGCA

ACCGGCGAAAGGTCGTGGCGAAGATACCTATGTACAGGTGAGCTGGGAACAAGCATTAAAAC

TGATTCATGAACAACACGATCGTATTCGTAAAGCTAACGGACCATCGGCCATTTTTGCCGGA

TCTTACGGCTGGCGTTCTTCTGGCGTGTTGCATAAAGCGCAAACCTTACTGCAACGTTATAT

GAACCTGGCGGGCGGTTATTCCGGGCATAGCGGCGATTATTCAACCGGAGCGGCACAGGTGA

TCATGCCGCATGTGGTCGGTTCTGTAGAGGTGTATGAACAGCAGACCTCCTGGCCGCTTATT

CTGGAAAACAGCCAGGTGGTGGTGCTGTGGGGGATGAACCCGCTGAACACGCTCAAAATTGC

CTGGAGCAGTACCGATGAGCAAGGGCTGGAATACTTCCATCAGCTGAAAAAATCTGGCAAAC

CAGTGATTGCCATTGATCCTATCTGCTCCGAAACCATCGAATTCTTTGGCGATAATGCCACC

TGGATCGCACCGAATATGGGCACCGATGTGGCACTGATGTTAGGGATTGCGCATACCCTGAT

GACACAAGGCAAACACGATAAAGTGTTCCTTGAAAAATACACTACCGGGTATCCGCAGTTTG

AAGAGTATCTGACAGGTAAGAGCGATAATACGCCGAAGAGCGCGGCCTGGGCGGCGGAAATT

ACTGGCGTACCGGAAGCGCAGATAGTCAAACTCGCTGAACTGATGGCGGCAAATCGCACAAT

GCTGATGGCAGGCTGGGGAATTCAGCGCCAGCAATATGGTGAACAGAAACACTGGATGCTGG

TGACGCTGGCGGCGATGTTAGGGCAGATTGGTACACCGGGCGGCGGGTTTGGTTTCTCTTAT

CATTACTCCAACGGTGGCAACCCGACGCGTGTTGGCGGAGTGCTACCAGAAATGTCTGCGGC

GATTGCCGGACAGGCCAGCGAGGCCGCTGATGATGGCGGAATTACGGCGATTCCTGTTGCCC

GTATCGTCGATGCGCTGGAAAATCCTGGCGGCAAATATCAGCATAACGGTAAAGAACAAACG

TATCCGAATATCAAAATGATCTGGTGGGCGGGTGGCGGTAACTTTACCCATCACCAGGATAC

TAATCGTCTGATTAAAGCATGGCAGAAACCGGAGATGATCGTCGTTTCTGAATGCTACTGGA

CCGCAGCTGCTAAACATGCAGATATCGTATTACCGATCACCACATCGTTTGAGCGCAATGAC

CTGACGATGACCGGTGATTACAGCAACCAGCATATTGTGCCGATGAAGCAGGCTGTCGCTCC

GCAATTTGAAGCGCGCAACGATTTTGACGTGTTTGCCGATCTTGCTGAATTACTCAAACCTG

GCGGAAAAGAGATCTATACCGAAGGTAAAGATGAAATGGCGTGGCTGAAATTTTTCTATGAT

GCCGCTCAGAAAGGTGCGCGTGCGCAACGCGTGACGATGCCAATGTTTAATGCCTTCTGGCA

GCAAAATAAACTGATCGAAATGCGCCGCAGCGAGAAGAACGAACAGTACATTCGTTATGGTG

ATTTCCGCGCCGATCCGGTGAAAAATGCGCTGGGTACACCAAGCGGCAAAATTGAGATTTAC

TCCAGAACGCTGGAAAAATTTGGCTATAAGGATTGCCCGGCACACCCAACCTGGCTTGCGCC

TGATGAGTGGAAGGGTACCGCCGACGAGAAGCAGTTGCAGCTTCTGACCGCACATCCGGCAC

ACCGTTTACACAGTCAGCTTAACTATGCGGAACTGCGTAAAAAATATGCGGTTGCCGATCGT

GAACCAATCACTATTCACACCGAAGATGCTGCTCGCTTTGGTATTGCGAATGGCGATCTGGT

GCGTGTCTGGAACAAGCGCGGTCAGATTCTGACAGGCGCGGTGGTGACTGACGGGATCAAAA

AAGGCGTGGTATGCGTGCATGAAGGTGCATGGCTAGATCTGGAAAATGGCTTGTGTAAAAAC

GGTAGTGCGAACGTGTTAACGGCGGATATCCCCAGCTCGCAGCTGGCGAATGCCTGTGCCGG
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TAACACTGCGCTGGTGTATATCGAAAAATATACGGGCAATGCGCCGAAGTTAACGGCGTTTG

ATCAGCCAGCTGTTCAGGCAAAGCTTGGGCCCGAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTG

AATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGT

TTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCAGAAGCGGTCT

GATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTCCCACCTGACCCCATGCCGAACT

CAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGGTAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGAAC

TGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTT

GTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCCGCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCG

AAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAA

GCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTC

TAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATA

TTGAAAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGG

CATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGAT

CAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGATCCTTGAGAG

TTTTCGCCCCGAAGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGCGCGG

TATTATCCCGTGTTGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAAT

GACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGA

ATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGA

TCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGATCATGTAACTCGCCTT

GATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCC

TGTAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCC

GGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGCGGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCC

CTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTAT

CATTGCAGCACTGGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGA

GTCAGGCAACTATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAG

CATTGGTAACTGTCAGACCAAGTTTACTCATATATACTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTT

TTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAATCCCTTAAC

GTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGAT

CCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGT

TTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGC

AGATACCAAATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTA

GCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAA

GTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCT

GAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACTGAGATAC

CTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCC
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GGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGT

ATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCG

TCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTT

TTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTA

TTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCA

GTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTAT

TTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGT

ATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGGGTCATGGCTGCGCCCCGACACCCGCCAACACCCG

CTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTGACCGTC

TCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGAGGCAGCAGAT

CAATTCGCGCGCGAAGGCGAAGCGGCATGCATAATGTGCCTGTCAAATGGACGAAGCAGGGA

TTCTGCAAACCCTATGCTACTCCGTCAAGCCGTCAATTGTCTGATTCGTTACCAATTATGAC

AACTTGACGGCTACATCATTCACTTTTTCTTCACAACCGGCACGGAACTCGCTCGGGCTGGC

CCCGGTGCATTTTTTAAATACCCGCGAGAAATAGAGTTGATCGTCAAAACCAACATTGCGAC

CGACGGTGGCGATAGGCATCCGGGTGGTGCTCAAAAGCAGCTTCGCCTGGCTGATACGTTGG

TCCTCGCGCCAGCTTAAGACGCTAATCCCTAACTGCTGGCGGAAAAGATGTGACAGACGCGA

CGGCGACAAGCAAACATGCTGTGCGACGCTGGCGATATCAAAATTGCTGTCTGCCAGGTGAT

CGCTGATGTACTGACAAGCCTCGCGTACCCGATTATCCATCGGTGGATGGAGCGACTCGTTA

ATCGCTTCCATGCGCCGCAGTAACAATTGCTCAAGCAGATTTATCGCCAGCAGCTCCGAATA

GCGCCCTTCCCCTTGCCCGGCGTTAATGATTTGCCCAAACAGGTCGCTGAAATGCGGCTGGT

GCGCTTCATCCGGGCGAAAGAACCCCGTATTGGCAAATATTGACGGCCAGTTAAGCCATTCA

TGCCAGTAGGCGCGCGGACGAAAGTAAACCCACTGGTGATACCATTCGCGAGCCTCCGGATG

ACGACCGTAGTGATGAATCTCTCCTGGCGGGAACAGCAAAATATCACCCGGTCGGCAAACAA

ATTCTCGTCCCTGATTTTTCACCACCCCCTGACCGCGAATGGTGAGATTGAGAATATAACCT

TTCATTCCCAGCGGTCGGTCGATAAAAAAATCGAGATAACCGTTGGCCTCAATCGGCGTTAA

ACCCGCCACCAGATGGGCATTAAACGAGTATCCCGGCAGCAGGGGATCATTTTGCGCTTCAG

CCATACTTTTCATACTCCCGCCATTCAGAG 
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10 Zusammenfassung 

Seit der Entdeckung der mitochondrialen Amidoxim reduzierenden Komponente im 

Jahr 2006 durch Havemeyer et al. wurde die Analytik der Enzymaktivitäten mittels 

HPLC durchgeführt (Havemeyer et al., 2006; Kotthaus et al., 2011). Erst mit der 

Entwicklung des absorptionsbasierten Assays von Indorf et al., bei dem der Verbrauch 

an NADH gemessen wird, wurde das zeitliche Verfolgen der Reaktion ermöglicht 

(Indorf et al., 2020). Sowohl bei dem HPLC-basierten Assay als auch bei dem 

absorptionsbasierten Assay verbleibt ein hoher Zeit- und Materialaufwand, welches 

durch die Entwicklung des neuen Assays im 96-well-Mikrotiterplattenformat stark 

reduziert wurde.  Zudem ist durch das Messen der Fluoreszenz auch die Vermessung 

farbiger Substanzen möglich, sofern diese nicht bei 465 nm fluoreszieren. Darüber 

hinaus ist die Anwendung im Hochdurchsatz-Screen denkbar, indem eine Übertragung 

auf größere Mikrotiterplattenformate (beispielsweise 384-well-Format) und die 

Zuhilfenahme eines Pipettierroboters durchgeführt wird. 

Mit diesem Assay konnten neben der Vermessung zahlreicher Substanzen weitere 

Substrate identifiziert und bekannte Substrate enzymkinetisch charakterisiert werden. 

Zudem konnte mit diesem Assay eine neue funktionelle Gruppe für das mARC-

Enzymsystem, die nicht auf eine N-O-Bindung zurückzuführen ist, vermessen werden. 

Wasserstoffperoxid ist die erste Verbindung, anhand derer eine Reduktion einer 

O-O-Bindung durch das mARC-Enzymsystem nachgewiesen werden konnte. Dies 

belegt, dass das Substratspektrum deutlich breiter sein könnte als nur eine 

N-O-Reduktion (Rixen et al., 2023). Im Hinblick auf die bisher unbekannte 

physiologische Funktion von mARC liefert dieses erste Hinweise für eine mögliche 

Rolle im Metabolismus.  Denn eine Reduktion von Peroxiden als reaktive 

Sauerstoffspezies führt zu einer Detoxifizierung und kann damit eine potentielle 

schützende Funktion innehaben. 

Weiterhin wurde die Reduktion von Hydroxyharnstoff zu Harnstoff genauer untersucht. 

Bisher wurde nur Harnstoff im Urin nachgewiesen. Mit übereinstimmenden in-vitro- 

und in-vivo-Daten wurde mit der Reduktion durch das mARC-Enzymsystem erstmals 

ein Metabolisierungsweg für diesen Arzneistoff aufgezeigt. 

Einige Substrate, wie Trimethylamin-N-Oxid werden mit nur sehr geringen 

Umsetzungsraten reduziert. Für die Beantwortung quantenmechanischer 

Fragestelllungen wurde das Enzymsystem gewechselt und die Reduktion von 
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Trimethylamin-N-Oxid durch die bakterielle TMAO-Reduktase TorZ mit Hilfe des 

Methylviologen-Assays untersucht. In Abhängigkeit, ob eine, zwei oder alle drei 

Methylgruppen 13C-markiert vorliegen, konnten keine signifikanten enzymkinetischen 

Unterschiede detektiert werden, im Gegensatz zur theoretischen Vorhersage. 
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11 Abstract 

Since the discovery of the mitochondrial amidoxime-reducing component in 2006 by 

Havemeyer et al., the enzyme activities have been analyzed using HPLC (Havemeyer 

et al., 2006; Kotthaus et al., 2011). It was only with the development of the absorption-

based assay by Indorf et al., in which the consumption of NADH is measured, that it 

became possible to follow the reaction in time (Indorf et al., 2020). Both the HPLC-

based assay and the absorption-based assay require a lot of time and material, which 

has been greatly reduced by the development of the new assay in 96-well-microtiter 

plate format.  In addition, measuring fluorescence also makes it possible to measure 

colored substances, provided they do not fluoresce at 465 nm. Furthermore, the 

application in a high-throughput screen is conceivable by transferring to larger 

microtiter plate formats (e.g. 384-well-format) and with the aid of a pipetting robot. 

With this assay, in addition to measuring numerous substances, further substrates 

could be identified and known substrates could be characterized using enzyme 

kinetics. In addition, a new functional group for the mARC enzyme system, which is 

not attributable to an N-O-bond, could be measured with this assay. Hydrogen 

peroxide is the first compound to demonstrate a reduction of an O-O-bond by the 

mARC enzyme system. This proves that the substrate spectrum could be much more 

broader than just N-O reduction (Rixen et al., 2023). With regard to the so far still 

unknown physiological function of mARC, this provides new interesting indications of 

a possible role in metabolism. A reduction of peroxides as a reactive oxygen species 

leads to detoxification and may therefore have a potential protective function. 

Furthermore, the reduction of hydroxyurea to urea was investigated in more detail. 

Previously, only urea was detected in urine. With consistent in-vitro and in-vivo data, 

the reduction by the mARC enzyme system has revealed a metabolization pathway for 

this drug for the first time. 

Some substrates, such as trimethylamine N-oxide, are reduced with only very low 

conversion rates. To answer quantum mechanical hypothesis, the enzyme system was 

changed and the reduction of trimethylamine N-oxide by the bacterial TMAO reductase 

TorZ was investigated using the methyl viologen assay. Depending on whether one, 

two or all three methyl groups are 13C-labeled, no significant enzyme kinetic differences 

could be detected, in opposite to the quantum mechanical hypothesis. 


