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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Biotransformation

1.1.1 Definition und Bedeutung

Xenobiotika und Endobiotika unterliegen im Organismus enzymatischen strukturellen
Umwandlungsprozessen, welche die Elimination der Stoffe durch Erhéhung der Hydro-
philie erleichtern und somit die Anreicherung lipophiler Stoffe im Gewebe verhindern.
Diese Umwandlungsprozesse werden unter dem Begriff Biotransformation zusammen-
gefasst.() Biotransformation findet hauptsachlich in der Leber statt, aber in geringerem
Mafie sind auch andere Gewebe wie Darm, Niere, Gehirn, Lunge, Haut, Milz, Muskulatur
oder Blut zur Biotransformation befdhigt. Meist sind die metabolisierenden Enzyme
intrazelluldr strukturgebunden in der Membran des endoplasmatischen Retikulums
(ER) und der Mitochondrien oder strukturungebunden als 16sliche Enzyme im Cytosol
zu finden. Die Biotransformationsreaktionen lassen sich in Phase I und Phase II Reaktio-
nen einteilen. Die Phase [ Reaktionen werden auch als Funktionalisierungsreaktionen
bezeichnet und umfassen Oxidationen, Reduktionen und Hydrolysen. Dabei werden
funktionelle Gruppen eingefiihrt, an die in einer anschlieffenden Phase II ein aktiviertes
korpereigenes hydrophiles Molekiil wie Glucuronsaure, Schwefelsdure, Glutathion,
S-Adenosylmethionin oder Glycin konjugiert werden kann. Wenn entsprechende
funktionelle Gruppen schon vorliegen, konnen Phase II Reaktionen auch direkt ablaufen.
Nicht nur die physikochemischen Eigenschaften sondern auch die pharmakolgischen
und toxikologischen Eigenschaften eines Stoffes werden durch die Biotransformation
verandert. Meist fiihrt die erhdhte Hydrophilie zu einer geringeren pharmakologischen
Aktivitat also zu einer Bioinaktivierung. In selteneren Fallen kann es allerdings zu einer
Bioaktivierung oder sogar zu einer Biotoxifzierung kommen. Die Bioaktivierung durch
den korpereigenen Metabolismus macht man sich beim Prodrug-Prinzip zu Nutze.
Hierbei wird ein inaktiver oder wenig aktiver Arzneistoff erst durch die Biotranforma-
tion in einen aktiven Metaboliten tberfiihrt. Die Entwicklung von Prodrugs bietet die

Moglichkeit gewlinschte pharmakokinetische und pharmakodynamische Eigenschaften
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wie beispielsweise Resorption, Wirkdauer, Bioverfligbarkeit oder Targeting zu verbes-

Sern.

1.1.2 Biotransformationsstudien

Zur Beurteilung und Entwicklung neuer Arzneistoffe sind Biotransformationsuntersuch-
ungen unentbehrlich und gemafd dem Arzneimittelgesetz im Rahmen des
Zulassungsverfahrens vorgeschrieben. Die Aufklarung und Charakterisierung der
komplexen Prozesse des Fremdstoffmetabolismus ist von entscheidender Bedeutung
um Aspekte der Pharmakokinetik, Wirkung, Wirksamkeit, Nebenwirkungen und
Toxizitdt, aber auch spezielle Fragen, wie den Wirkmechanismus ableiten zu kénnen.
Gleichzeitig konnen Biotransformationsstudien in der Grundlagenforschung ein niitz-
liches Tool zur Aufklarung verschiedenster biochemischer Prozesse sowie zur
Identifikation und Aufklarung der Funktion von Zielstrukturen darstellen.
Biotransformationsstudien lassen sich in in vivo und in vitro Untersuchungen einteilen.
In vivo Untersuchungen im Tier und auch im Mensch sind zur Erfassung der komplexen
Vorgange im Gesamtorganismus unvermeidbar, da systemische Einfllisse, chronische
Effekte und organspezifische Aspekte nur unzureichend mit in vitro Systemen aufgeklart
werden konnen. Grundsatzlich ist allerdings das Ziel die Zahl der in vivo Versuche durch
vorherige geeignete invitro Studien zu vermindern. Auferdem besteht haufig die
Notwendigkeit der Entwicklung von invitro Methoden, da systemische Einfliisse im
Gesamtorganismus die Untersuchung eines gezielten Prozesses oder enzymatischer
Grundlagen behindern kénnen. So ist haufig der Erkenntnisgewinn bei der Verwendung
sinnvoller in vitro Testsysteme hoher als bei Untersuchungen im Gesamtorganismus.
Den grofdten Teil unter den invitro Methoden nehmen Zellkulturen ein. Zellkulturen
lassen sich in Primarkulturen und permanente Zelllinien einteilen. Ausgangsmaterial fiir
Primarkulturen sind durch Isolierung aus Organen oder Geweben gewonnene Zellen,
deren Lebensdauer unter invitro Bedingungen aufgrund der eintretenden Seneszenz
limitiert ist. Bei permanenten Zelllinien handelt es sich um invivo transformierte
Tumorzellen oder stabil transfizierte Zellen, die durch ihre unbegrenzte Teilungsfahig-
keit immortal sind. Entscheidender Nachteil von permanenten Zelllinien ist jedoch, dass
haufig zellspezifische Charakteristika durch genetischte Instabilitit und Entdifferenzie-

rungsprozesse verloren gehen.
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Weitere Testsysteme stellen isolierte perfundierte Organe, Organschnitte, isolierte
Enzyme oder subzellulire Systeme wie Mikrosomen, Mitochondrien oder Cytosol dar.
Die verschiedenen Testsysteme weisen unterschiedliche Komplexizitatsgrade auf, wobei
die Vorteile von molekularen oder zelluldaren Testmethoden, die zum gezielten Erkennt-
nisgewinn fithren kdnnen, gleichzeitig die Aussagekraft begrenzen. Daher sollte je nach
Fragestellung der Komplexizitatsgrad bei der Auswahl des Modelsystems und Beurtei-

lung der Ergebnisse berticksichtigt werden.

1.2 Reduktion N-hydroxylierter Verbindungen

Reduktionen an Kohlenstofffunktionen spielen im Phase I Metabolismus im Vergleich zu
Oxidationen eine eher untergeordnete Rolle. An stickstoffhaltigen Funktionen sind
Reduktionen dagegen leicht moglich. Azoverbindungen werden vermutlich iiber die
CYP450-Reduktase zu primdren Aminen umgesetzt.() Nitroverbindungen werden iiber
die Molybdoenzyme Xanthinoxidoreduktase und Aldehydoxidase sowie durch CYP450
reduziert.-9) Uber CYP450 katalysierte Metabolisierungen kénnen Stickstoffverbindun-
gen oxygeniert werden.>7) Die Riickreduktion N-hydroxylierter Verbindungen verlduft
im Organismus allerdings sehr ausgepragt und uberwiegt die CYP450 katalysierte
N-Oxygenierung meist um ein Vielfaches.(89 Die enzymatische Reduktion
N-hydroxylierter Verbindungen wurde bereits vor tuber 40 ]Jahren beschrieben.
Bernheim beobachtete eine mitochondriale membrangebundene NADH-abhangige
Hydroxylaminreduktase (10.11), wihrend Kadlubar und Ziegler die Hydroxylaminreduk-
tase als ein NADH-abhdngiges mikrosomales Enzymsystem beschrieben, das aus
Cytochrom bs (CYB5) und NADH-Cytochrom bs Reduktase (CYB5R) sowie einer dritten
nicht identifizierten Komponente besteht und das fiir die Reduktion von Hydroxyl-
aminen verantwortlich ist (12). Spater konnte gezeigt werden, dass vermutlich dasselbe
Enzymsystem neben der Reduktion von Hydroxylaminen auch fiir die Reduktion von
N-hydroxylierten Amidinen, Guanidinen und Amidinohydrazonen verantwortlich
ist.(6:13-17) [nzwischen sind fiir eine Vielzahl von N-hydroxylierten Verbindungen sowohl
mikrosomale als auch mitochondriale Reduktionen beschrieben. Allerdings konnen
tiblicherweise in Mitochondrien-Fraktionen deutlich hohere Umsetzungsraten als in
Mikrosomen beobachtet werden.(1517.18) Wihrend meist ein Enzymsystem aus den

Elektronentransportproteinen CYB5 und CYB5R und einer dritten unbekannte Kompo-
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nente beschrieben wird, ohne die keine oder vergleichsweise geringe N-reduktive
AKktivitat zu beobachten ist (12.15.19) postulieren andere ein mikrosomales N-reduktives
Zwei-Komponenten-Enzymsystem, das nur aus CYB5 und CYB5R ohne eine dritte
Komponente besteht (20.21), Erst 2006 konnte die dritte Komponente aus porcinen
Lebermitochondrien isoliert und als das bis dato unbekannte Molybdoenzym mARC

(mitochondrial Amidoxime Reducing Component) identifiziert werden.(22)

1.2.1 N-hydroxylierte Verbindungen als Prodrugs stark basischer

Amidin- und Guanidinfunktionen

Eine wichtige pharmakologische Bedeutung haben enzymatische Reduktionen
N-hydroxylierter Verbindungen bei der Bioaktivierung von Prodrugs stark basischer
Stickstoffverbindungen. In zahlreichen Wirkstoffklassen sind stark basische Amidin-
oder Guanidinstrukturen vertreten, da diese haufig fiir die Interaktion mit Carboxylat-
Anionen der Targetmolekiile verantwortlich sind. Des Weiteren konnen diese Funktio-
nen die Teilstruktur des Arginins imitieren und sind daher haufig Bestandteil
peptidomimetischer Wirkstoffe.(23) Aufgrund ihrer starken Basizitit bei einem pKs von
11 bzw. 13 liegen Amidine und Guanidine bei physiologischem pH-Wert fast vollstandig
geladen vor. Sie besitzen daher eine zu geringe Lipophilie, um im Gastrointestinaltrakt
absorbiert werden zu konnen, was eine intravenose Gabe der entsprechenden Arznei-
stoffe erforderlich macht. Entwickelt wurde daher ein Prodrug-Prinzip, bei dem durch
N-Hydroxylierung der entsprechenden Verbindungen die Basizitit gesenkt wird
(pKs 4-5), so dass diese unter physiologischen Bedingungen tiberwiegend unprotoniert
vorliegen. Diese Eigenschaft fiihrt zu einer leichteren Resorption durch Diffusion und
damit zu einer verbesserten oralen Bioverfiigbarkeit. Durch enzymatische Reduktion
konnen die resorbierten Prodrugs dann im Organismus in die aktive Wirkform tiber-

fiihrt werden.(® (vgl. Abb. 1.1)

N—OH  N-Reduktion NH  +H NH, H
R R <« . <>
NH, N-Hydroxylierung NH, -H N—H R—{
H NH,
Amidoxim Amidin
— inaktiv —  aktiv
~ oral bioverfiighar — nicht oral bioverfuigbar

Abb. 1.1: Amidoxime als Prodrugs von Amidinen
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Dieses Prodrug-Prinzip wurde urspriinglich fiir das Antiprotozoikum Pentamidin
entwickelt.(?4) Durch die Hydroxylierung der beiden Amidinfunktionen konnte eine
signifikante anti-pneumocystische Aktivitit nach oraler Applikation beobachtet wer-
den.(2526) Mittlerweile wurde das Amidoxim-Prodrug-Prinzip auf viele weitere
Verbindungen iibertragen. Beispiele hierfiir sind der Thrombininhibitor Melagatran
(Ximelagatran) (18.27), das Antihypertonikum Guanabenz (Guanoxabenz) (15), der
Glykoprotein IIb/Illa Rezeptorantagonist Ro 44-3888 (Sibrafiban) (1523.28) ynd der
Serinproteaseinhibitor WX-UK1 (Upamostat) (29).

1.2.2 Entgiftung toxischer N-hydroxylierter Verbindungen

Die N-Oxygenierung im Phase I Metabolismus von aromatischen und heterocyclischen
Aminen durch CYP450 Enzyme stellt haufig eine Biotoxifizierung dar. Von vielen dieser
Substanzen ist bekannt, dass sie ihre toxischen und karzinogenen Eigenschaften iiber
die Metabolisierung zu den entsprechenden N-hydroxylierten Verbindungen erhal-
ten.(7.8) Uber instabile Esterkonjugate, die zu Nitreniumionen zerfallen, kénnen die
N-hydroxylierten Metabolite DNA-Addukte bilden oder mit anderen zellularen Makro-
molekiilen reagieren.(7.30)

Ebenso werden die zum Teil schweren Nebenwirkungen einiger Arzneistoffe, die
aromatische Amine enthalten, wie die Antibiotika Sulfamethoxazol und Dapson, mit der
Toxifizierung des aromatischen Amins iiber CYP450 zum Hydroxylamin in Verbindung
gebracht.31.32) Die reduktive Entgiftung dieser N-hydroxylierten Verbindungen stellt
daher im Fremdstoffmetabolismus eine wichtige und effektive Detoxifizierungsreaktion

dar.(®

1.2.3 N-hydroxylierte Basenanaloga

Basenanaloga kénnen aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit natiirliche Nukleinbasen
imitieren. Dabei wirken sie als Antimetabolite und kénnen so den Nukleinsaurebasen-
stoffwechsel hemmen oder sie werden analog zur kanonischen Base in die DNA bzw.
RNA inkorporiert und tibernehmen dort dessen Funktion. Nicht-kanonische Basenana-
loga haben allerdings haufig die Eigenschaft durch eine im Vergleich zu den natiirlichen
Basen erhohte Frequenz tautomerischer Shifts Fehlpaarungen auszulésen. Diese
Fahigkeit zur ambivalenten Basenpaarung kann zu Transitionen innerhalb der DNA-

Sequenz fithren und so Mutationen auslésen.(33)
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In der Arzneimitteltherapie finden Basenanaloga aufgrund ihrer Eigenschaften Anwen-
dung als Virustatika oder Zytostatika. Prominente Beispiele sind hier das Aciclovir, das
ein Analogon des Guanins mit einer acyclischen Ribose darstellt und bei Infektionen
durch Herpesviren angewendet wird, oder die Zytostatika 6-Thioguanin und
5-Fluoruracil, deren Anwendungsgebiete vor allem in der Chemotherapie gegen Formen
der Leukdmie liegen.

N-hydroxylierte Basenanaloga wie N-Hydroxycytosin (4-Hydroxyimino-2-0xo-
Pyrimidine, HIOP), N-Hydroxyadenin (6-N-Hydroxylaminopurin, HAP) und
2-Amino-N-Hydroxyadenin (2-Amino-6-N-Hydroxylaminopurin, AHAP) oder die
entsprechenden Nukleoside haben sich in prokaryotischen und eukaryotischen Zellen

als toxisch und mutagen erwiesen.(34 35)
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Abb. 1.2: Mutagene N-hydroxylierte Basenanaloga mit ihren Bezeichnungen und Abkiirzungen. Die Abkiirz-
ungen stammen von den entsprechenden IUPAC Namen.

N-hydroxylierte Basenanaloga konnen tiber verschiedene Wege im Zuge des zellularen
Metabolismus aus den natiirlichen Nukleobasen entstehen und so zur Kontamination
der Nukleotid-Pools fiihren. HAP kann iiber eine CYP450 katalysierte Oxygenierung des
Adenins im Laufe der Biotransformation entstehen.36) Des Weiteren konnte gezeigt

werden, dass die Adenylosuccinat-Synthase, ein Enzym der de-novo Purinbiosynthese,
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HAP-Monophosphat (HAPMP) aus Inosinmonophosphat (IMP) generieren kann, wenn
anstelle von Aspartat Hydroxylamin zur Verfligung steht.37) Bei sauerem pH kann die
Aminogruppe von Adenosin oder auch Cytosin bereits rein chemisch durch Hydroxyl-
amin substituiert werden.38) HAP ist auflerdem das Hauptprodukt der Oxidation von
Adenin durch Peroxylradikale, die in signifikanten Konzentrationen bei oxidativem
Stress, wie beispielsweise Entziindungsprozessen, in der Zelle gebildet werden.(39)
Obwohl N-hydroxylierte Basenanaloga liber diese Stoffwechselwege in vivo auf natiir-
lichem Wege in den Nukleotid-Pool gelangen konnten, wurde bisher eine Kontamination

iiber eine direkte Messung nicht nachgewiesen (vgl. Abb. 1.3).
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Abb. 1.3: Madgliche invivo Generierung N-hydroxylierter Basenanaloga am  Beispiel von
6-N-Hydroxylaminopurin. Adenin kann tiiber CYP450 im Zuge der Phase I Biotransformation hydroxyliert
werden.36) Steht wahrend der de-novo Purinbiosynthese Hydroxylamin zur Verfiigung, kann die Adenylosuccinat-
Synthase (ADSS) dieses anstelle von Aspartat mit IMP umsetzen. Es entsteht HAPMP.(37) Peroxylradikale (ROO-), wie
sie bei oxidativem Stress in der Zelle vorkommen, konnen Adenin zu HAP oxidieren.(39)

Die Mutagenitidt der N-hydroxylierten Basenanaloga ist auf deren Inkorporation in die
DNA zurickzufiihren.(3>40) Hierfiir miissen die Basenanaloga zundchst im zelluldaren
Metabolismus wie die entsprechenden natiirlichen Basen zu den korrespondierenden
Nukleosidtriphosphaten umgesetzt werden. Fiir die N-hydroxylierten Basenanaloga des
Adenins ist der Mechanismus der Aktivierung gut untersucht. Postuliert wird, dass HAP
ebenso wie Adenin im Salvage Pathway von der Adeninphosphoribosyltransferase

(APRT) zum Monophosphat umgesetzt wird.(#1.42) Im Gegensatz zu HAP wird HAPR
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anscheinend von der Adenosinkinase zum Monophosphat aktiviert.(43) Anschlieféend
stellt HAPMP ein Substrat fiir die AMP-Kinase dar und kann von dieser zum HAP-
Diphosphat umgesetzt werden. HAPDP kann dann wahrscheinlich den gewdhnlichen
Stoffwechselweg tiber die Reduktion zum Desoxydiphosphat durch die Ribonukleotid-
diphosphatreduktase und Phosphorylierung zum dHAPTP iiber die ADP-Kinase
verfolgen. Gezeigt werden konnte, dass dHAPTP im Zuge der DNA-Synthese als Substrat
fiir die DNA-Polymerase dienen kann und dabei sowohl Adenin als auch Guanin substi-
tuieren kann.(#4#45) Aufgrund dessen wird angenommen, dass HAP im Sinne einer
ambivalenten Basenpaarung sowohl in der Hydroxyamino-Form mit Thymin als auch in
der Hydroxyimino-Form mit Cytosin paaren kann (vgl. Abb. 1.4). Kommt es durch den
Einbau der N-hydroxylierten Base zu Fehlpaarungen, kann es in Folge dessen zu

AT GC Ubergingen kommen. (44 46)
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Abb. 1.4: Ambivalente Basenpaarung von 6-N-Hydroxylaminopurin (modifiziert nach Abdul-Masih und
Bessman (44) und Freese (33)). (A) HAP kann aufgrund seiner verschiedenen tautomeren Formen in der Hydro-
xyamino-Form mit Thymin und in der Hydroxyimino-Form mit Cytosin paaren. (B) Schematisch dargestellt ist, wie
der Einbau von HAP in die DNA aufgrund der Fahigkeit zur ambivalenten Basenpaarung im Laufe von Replika-
tionszyklen zu AT—GC sowie zu GC—AT Transitionen fiihren kann. A=Adenin, T=Thymin, G=Guanin, C=Cytosin.

Eine fehlerfreie Replikation genetischen Materials ist allerdings Voraussetzung fiir die
Funktionsfahigkeit des Genoms und verhindert die Entstehung von Neoplasien. Daher

ist es von entscheidender Bedeutung, dass der Organismus iiber akkurate Entgiftungs-
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und Reparatur-Mechanismen verfiigt, die durch das schrittweise Ineinandergreifen
ihrerseits die Replikationsgenauigkeit erhohen. Fiir die N-hydroxylierten Basenanaloga
des Adenins sind an mehreren Stellen des Nukleinsduremetabolismus Mechanismen
beschrieben, die der Inkorporation der mutagenen Base HAP in die DNA verbeugen
konnen. Je nach Enzymausstattung konnen sich diese von Spezies zu Spezies unterschei-
den. In E. coli wurde mit Ycbx ein Molybdoenzyme gefunden, das HAP zur natiirlichen
Base Adenin reduzieren und somit entgiften kann.#”) Sollte HAP tlber den Salvage
Pathway in den Nukleotid-Pool gelangen, kann HAPTP oder auch dHAPTP durch die
Inosintriphosphatpyrophosphatase (ITPase) allerdings wieder zum Monophosphat
gespalten werden. Sollte dHAPTP dennoch in die DNA inkorporiert werden, erkennt und
schneidet die Endonuklease V an dieser Stelle und initiiert die Reparatur der Lasion
durch DNA-Polymerasen und DNA-Ligasen.(#>) Wie in E. coli, ist in der Griinalge Chlamy-
domonas reinhardtii die Beteiligung eines Molybdoenzyms an der Entgiftung von HAP
nachgewiesen. Es wird postuliert, dass das dem humanen mARC &dhnliche crARC fir die
Detoxifizierung mittels Reduktion zur natiirlichen Base Adenin verantwortlich ist.(48)
Auch der Detoxifizierungsweg von HAP in Saccharomyces cerevisiae ist gut untersucht.
Die Reparaturmechanismen unterscheiden sich insofern, dass diese Spezies nicht dazu
befdhigt ist Molybdoenzyme auszubilden. Allerdings wurde in Saccharomyces cerevisiae
eine Adeninaminohydrolase gefunden, die dazu in der Lage ist, HAP zu Hypoxanthin
umzusetzen und so analog zum Molybdoenzym Ycbx in E. coli eine wichtige Rolle in der
Entgiftung des Basenanalogons iibernimmt. Ebenso wie in E. coli spielt auch in Sac-
charomyces cerevisiae die ITPase eine wichtige Rolle bei der Dekontamination des
Nukleotid-Pools.(*2)

Das Entgiftungssystem N-hydroxylierter Basenanaloga des Adenins in Saugetier-
Organismen und im speziellen im humanen Organismus ist bisher nur wenig untersucht.
Beschrieben ist allerdings auch die Beteiligung der ITPase, die die Spaltung von HAPTP
zum Monophosphat in humanen Zellen katalysiert und so den Einbau in die DNA
verhindern kann. Des Weiteren wird angenommen, dass ebenfalls Endonukleasen HAP
in der DNA erkennen und durch Schneiden entfernen kénnen, da nachgewiesen wurde,

dass HAP in humanen Zellen DNA-Strangbriiche induzieren kann.(#9.50)
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1.3 Molybdoenzyme

1.3.1 Vorkommen und Funktion

Molybdan ist als Spurenelement fiir nahezu alle Organismen essentiell, da es wesent-
licher Bestandteil des aktiven Zentrums vieler wichtiger Enzyme ist. Molybdadn wird von
Organismen in Form von Molybdat iiber spezielle Transporter aufgenommen und kann
dann eingebunden in einem Molydancofaktor (Moco) in die entsprechenden Enzyme
eingebaut werden. Durch die vielseitigen Redox-Eigenschaften des Molybdans kénnen
Molybdoenzyme diverse Redoxreaktionen katalysieren und sind daher im Kohlenstoff-,
Stickstoff-, und Schwefelmetabolismus unerlédsslich.G1) Hohere Organismen tolerieren
einen Moco-Verlust nicht.(52)

Es sind Uber 50 Molybdoenzyme beschrieben, wobei die weit iiberwiegende Mehrzahl
prokaryotischen Ursprungs ist.(5?) Lediglich sieben Molybdoenzyme wurden bisher in
Eukaryoten identifiziert, wovon nur vier in Sdugetieren beschrieben sind. Mit Ausnahme
der Hefen Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe, die keine Molyb-
doenzyme besitzen, konnten in allen eukaryotischen Organismen die Molybdoenzyme
Sulfitoxidase, Xanthinoxidoreduktase, Aldehydoxidase und das erst kiirzlich identifi-
zierte mARC gefunden werden. Weiterer wichtiger Vertreter ist die Nitratreduktase, die
ausschliefdlich in autotrophen Organismen zu finden ist. Auch die Pyridoxaloxidase und
die Nikotinathydroxylase gehoren zu den eukaryotischen Molybdoenzymen, sind
allerdings lediglich in Drosophila melanogaster und Aspergillus nidulans vorhanden. Fiir
gewohnlich katalysieren Molybdoenzyme Zwei-Elektronentransferreaktionen, bei
denen Sauerstoff aus Wasser oder in Wasser tibertragen wird. Der Oxidationsstatus des

Molybdans variiert dabei zwischen +IV und +VI1.(52)
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Abb. 1.5 Domainen-Struktur eukaryotischer Molybdoenzyme (modifiziert nach Mendel und Kruse (52)).
Di=Dimerisierungsdoméne

Die Sulfitoxidase (SO) katalysiert den letzten Schritt des Abbaus schwefelhaltiger
Aminosauren und spielt dabei eine wichtige Rolle bei der Sulfit-Detoxifizierung, indem
sie Sulfit zu Sulfat oxidiert.(53) Die tierische und die pflanzliche SO unterscheiden sich in
ihrem Aufbau. Die tierische SO besteht aus einer Ham-bindenden und einer Moco-
bindenden Domane und stellt ein Homodimer dar (53). Die pflanzliche SO besitzt lediglich
eine Moco-bindende Domane.

Die Xanthinoxidoreduktase (XOR) spielt eine Schliisselrolle beim Purin-Abbau, indem
sie die Oxidation von Hypoxanthin zu Xanthin und von Xanthin zur Harnsaure kataly-
siert.59 Das Enzym ist ein Homodimer, das aus einer Domane, die zwei Fe-S-Cluster
enthalt, einer FAD-bindenden Doméne sowie einer Moco-haltigen Doméane besteht.(51)
Die Aldehydoxidase katalysiert Oxidationen von Aldehyden sowie aromatischen und
nicht-aromatischen Heterozyklen und zeigt ein sehr breites Substratspektrum. Die
physiologische Funktion der menschlichen Aldehydoxidase ist allerdings noch nicht
bekannt.51) Da die Aldehydoxidase durch eine primordiale Genduplikation von der XOR
abstammt (5%, zeigen die beiden Enzyme eine hohe Sequenzdhnlichkeit, binden die
selben Cofaktoren und bilden beide Homodimere.

Mit nur einer Moco-bindenden Domane ist mARC das kleinste bisher gefundene Molydo-
enzym. Bisher ist unklar, ob es als Monomer oder Dimer vorliegt. Heterolog in E. coli
exprimiertes humanes Protein liegt als Monomer vor (56), wahrend bei einer Expression
im eukaryotischen System eine dimerische Form isoliert werden kann (personliche

Mitteilung F. Bittner, Institut fiir Pflanzenbiologie, TU Braunschweig). Als Bestandteil
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des mitochondrialen N-reduktiven Systems ist mARC an der Reduktion N-hydroxylierter

Fremdstoffe beteiligt.(22)

1.3.2 Molybdincofaktor

In allen bisher bekannten Molybdoenzymen, mit Ausnahme der bakteriellen Nitrogen-
ase, wird das Molybdan im aktiven Zentrum in einem tricyclischen Pterin, dem
Molybdopterin (MPT), tber eine Dithiolengruppe komplexiert und bildet so den
biologisch aktiven Molybdancofaktor (Moco). Die Pterin Struktur des Mocos ist in der
Natur einzigartig und mit Hilfe von Kristallstrukturanalysen verschiedenster Molybdo-
enzyme konnte eine in allen Organismen konservierte Struktur des Mocos nachgewiesen

werden.(53,57)

1.3.2.1 Biosynthese

Die einheitliche Struktur des Mocos in verschiedenen Organismen ist auf seine hoch-
konservierte Biosynthese zurilickzufithren. Sie kann in vier Schritte untergliedert
werden (Abb. 1.6). Die an der humanen Moco-Biosynthese beteiligten Proteine wurden
nach der MOCS-Nomenklatur (molybdenum cofactor synthesis) benannt.(>8) Die Moco-
Biosynthese beginnt mit der Umwandlung von GTP zu cyclischem Pyranopterin-
Monophosphat (cPMP). Dieser Schritt wird von den Enzymen MOCS1A und MOCS1B
katalysiert und erfolgt in der Mitochondrien-Matrix.(58) Da alle weiteren Schritte der
Synthese im Cytosol stattfinden, erfolgt der Export von cPMP voraussichtlich iiber den
ATP-binding cassette (ABC)-Transporter ABCB7 aus den Mitochondrien ins Cyto-
sol.52,59) Im zweiten Schritt wird cPMP durch Einfiigen der Dithiolen-Funktion in MPT
tiberfithrt. Die Ubertragung der beiden Schwefelatome wird von der MPT-Synthase
katalysiert, die sich aus den Untereinheiten MOCS2A und MOCS2B zusammensetzt. Nach
Abgabe des Schwefels wird die MPT-Synthase von MOCS3 resulfuriert und so regene-
riert.(8,60) Strukturanalysen konnten Kupfer als intermedidren Liganden der Dithiolen-
Gruppe des MPT identifizieren. Angenommen wird daher, dass dieses das Dithiol vor
Oxidation schiitzt und eine geeignete Abgangsgruppe fiir einen Metall-Austausch
darstellt.(61) Die Insertion des Molybdadns in das MPT erfolgt in zwei anschliefSenden
Schritten, die im Menschen beide vom Enzym Gephyrin katalysiert werden. Zunachst
wird MPT an die G-Domane des Gephyrins gebunden und ATP und Mg?*-abhangig zu
MPT-AMP adenyliert. AnschlieRend erfolgt die Ubertragung von MPT-AMP auf die
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E-Domadane wo final in Anwesenheit von Molybdat die Hydrolyse des MPT-AMP, gekop-
pelt mit dem Austausch des Kupfers gegen Molybdan, erfolgt und so der biologisch
aktive Moco erhalten wird.(6%.62) Der in Eukaryoten synthetisierte Moco tragt am
Molybdan neben den Schwefelliganden der Dithiolengruppe zwei Oxoliganden sowie
eine Hydroxylgruppe.(62)

Nach der Synthese muss die Inkorporation in das entsprechende Apo-Enzym erfolgen.
Der Ablauf des Einbaus ist bislang noch nicht geklart. Da der Moco extrem instabil und
oxidationsempfindlich ist (63), wird angenommen, dass entweder eine direkte Ubertra-
gung des aktiven Mocos auf das Zielprotein stattfindet oder Carrier-Proteine durch
Bindung des Mocos diesen vor Oxidation schiitzen und so bis zur Verwendung speichern
kénnen. Ein solches Moco-Carrier-Protein konnte in Chlamydomonas reinhardtii gefun-
den werden.(64)

Defekte in der Moco-Biosynthese fiihren zur Moco-Defizienz und zum kompletten
Aktivitatsverlust aller Molybdoenzyme.(¢3) Moco-Defizienz beim Menschen ist eine
seltene rezessiv vererbte Krankheit, die zum frithen Kindes-Tod fiihrt. Betroffene zeigen
schwere neurologische Anomalien, die hauptsachlich durch den Verlust der
Sulfitoxidase-Aktivitdt, die normalerweise eine Anreicherung von toxischem Sulfit in
den Organen verhindert, verursacht werden sollen. Moco-Defiziente Patienten kénnen je
nach dem in welchem Schritt der Moco-Biosynthese der Defekt vorliegt in Typ A
(Mutation im MOCS1-Gen, keine Bildung von cPMP), Typ B (Mutation im MOCSZ2/3-Gen,
Akkumulation von cPMP) und Typ C (Defekt im Gephyrin-Gen) Kklassifiziert werden.
Zwei Drittel der Moco-defizienten Patienten weisen eine Typ A Defizienz auf. Typ A
Patienten konnen durch die regelmafiige intravendse Gabe von aus E. coli gereinigtem
cPMP, das einzige einigermafien stabile Intermediat der Moco-Biosynthese, erfolgreich

behandelt werden.(66)



Einleitung

o

HN N\ _ _ .
LY efelels
2 N o o

o
o

HO OH
GTP

MOCS1A

Mitochondrien MOCS1B @ Zyklisierung

HO OH

o
H o
N oL/
HN | \Fl’\o—
)\\ (0]
HNT SN N o
H

cPMP

MPT-Synthase
QMOCSZA, MOCS2B) [ (2) Ausbildung der Dithiolen-Gruppe
Sulfurierung

MOCS3
0 s—C
H |
N S
HN)i A
)\\ o/
~N
H,N N H 0 ] /P\\O
MPT °
Gephyrin-G @ Adenylierung
Cytosol 0 ’ P NH,
N S
HN X N A
S 0o Jofo. ¢ 1 J
H,NT SN S Yo Sp7 e N N
H I [l 0
o] o]
MPT-AMP
HO OH
Gephyrin-E @ Mo-Einbau
-0 O
oL/
(o] S—Mo=0
H \
N S
HN X
)\\ | o /S
H,N ~
2 N H o] /P\\o

0
Moco

Abb. 1.6: Biosynthese des eukaryotischen Molybdincofaktors (modifiziert nach Mendel und Bittner (60)). Im
ersten Schritt wird GTP in cPMP umgewandelt. Im Menschen wird dieser Schritt von MOCS1A und MOCS1B
katalysiert und erfolgt in der Mitochondrien-Matrix. Im Cytosol wird cPMP als nachstes von der humanen MPT-
Synthase durch Einfiigen der Schwefelatome in MPT {iberfiihrt. MOCS3 regeneriert die MPT-Synthase. Die abschlie-
3ende Inkorporation des Molybdans durch das humane Gephyrin erfolgt in zwei Schritten. Zunachst wird MPT an der

G-Domaéne adenyliert und anschlieflend an der E-Domane unter Abspaltung des AMP das Molybdédn gegen Kupfer
ausgetauscht.
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1.3.2.2 Einteilun