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Samenvatting en toekomstperspectief

In dit proefschrift wordt de ontwikkeling van nieuwe diagnostische
hulpmiddelen beschreven met als doel om endogene post-translationele
eiwitmodificaties op te sporen en om de activiteit van chromatine modificerende
enzymen te onderzoeken. Het uiteindelijke doel is om een bijdrage te leveren aan
het ophelderen van de rol van deze enzymen ziekteprocessen.

Oxidatieve Heck reactie als bioorthogonale eiwitlabeling strategie

De huidige methoden om enzymactiviteit te detecteren hebben ernstige
tekortkomingen hetgeen hun toepassingen gering maakt. De op antilichamen
gebaseerde technieken brengen bijvoorbeeld hoge kosten met zich mee en zijn
weinig specifiek, terwijl analytische strategieén (0.a. NMR spectroscopie en
massa spectrometrie) ofwel ineffectief zijn in complexe eiwitmengsels ofwel veel
analysetijd vragen. Uitbreidingen in het veld van de chemische biologie hebben tot
een overvloed aan nieuwe bioorthogonale chemische reacties geleid die gebruikt
kunnen worden om enzymactiviteit in vitro te meten.

Met chemisch labelen wordt het koppelen van reactieve functionaliteiten aan
biomoleculen bedoelt, die vervolgens gevisualiseerd kunnen worden middels
bioorthogonale koppeling van een detecteerbaar molecuul. In combinatie
met metabole labeling, waarin gefunctionaliseerde analogen van natuurlijke
enzymsubstraten enzymatisch worden ingebouwd in het eiwit van interesse,
zijn scheikundige methoden krachtig gebleken in het bestuderen van een
verscheidenheid aan endogene eiwitmodificaties. De populairste bioorthogonale
reactie is de kopergekatalyseerde Huisgen cycloadditie, beter bekend als de
‘click’ reactie, waarmee azides worden gekoppeld aan alkynen. Ondanks de
mogelijkheden die azides en alkynen bieden als chemische handvaten, brengen
de polariteit van azides en de mogelijkheid tot intracellulaire kruisreactiviteit
van eindstandige alkynen, vanwege hun zure proton, problemen met zich mee.
Eindstandige alkenen daarentegen, zijn voordelig door hun grote gelijkenis
met alkanen en hun lagere reactiviteit en vertegenwoordigen daardoor een
aantrekkelijke groep moleculen.

In hoofdstuk 2 beschrijven we de ontwikkeling van de oxidatieve Heck reactie
als een nieuwe bioorthogonale reactie om alkeen-gelabelde eiwitten in vitro te
detecteren. Voordat daadwerkelijke applicaties worden behandeld, beginnen
we met het verkennen en optimaliseren van de verschillende facetten van de
reactie met een modeleiwit. We kozen voor een 4-oxalocrotonaat tautomerase
mutant waarin het voorlaatste aminozuur vervangen is door een cysteine, zodat
daaropvolgende Michael additie met een maleimide-gebonden eindstandige
alkeen plaats kon vinden. Het katalysesysteem bestond uit Pd(OAc), en het ligand
BIAN (de bis-imine van acenaphthenequinon en mesitylamine) en werd gemaakt
in dimethylformamide (DMF). Verschillend gesubstitueerde arylboorzuren
werden gebruikt als koppelingspartners (schema 1). De reacties vonden plaats
over een tijd van 24 uur bij kamertemperatuur, onder invloed van zuurstof en in
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Schema 1. Oxidatieve Heck reacties met eiwitgebonden alkeen 4-OT R61C-1.

een waterig mengsel van 6:1 buffer/DMF om de reagentia in oplossing te houden.
Chelatie van Pd met EDTA (ethyleendiaminetetra-azijnzuur) bleek noodzakelijk
te zijn om aspecifieke binding van het metaal aan het eiwit tegen te gaan. Met
massaspectrometrische analyse toonden we omzetting naar het gewenste
gereageerde eiwit aan. Door de hoeveelheid reagentia te variéren kwamen we tot
de optimale hoeveelheden van 20 equiv. katalysator en 100 equiv. arylboorzuur
ten opzichte van het eiwit. Zeer interessant was de observatie dat onder dezelfde
omstandigheden omzetting van cis-alkenen hoog was, terwijl slechts 5% van de
eiwitgebonden trans-alkenen reageerden. Dit geeft aan dat er een belangrijk
mogelijkheid is voor het gebruik van de oxidatieve Heck reactie in het selectief
detecteren van cis-onverzadigde vetzuren in het bijzijn van de trans-varianten.
De oxidatieve Heck reactie is vervolgens gebruikt in gelelektroforese-detectie
van 4-OT R61C middels het koppelen van alle beschikbare alkeengroepen aan het
fluorescente 3-(dansylamino)fenylboorzuur. Eenzelfde koppeling werd uitgevoerd
in cellysaat van RAW267.4 macrofagen gemengd met 4-OT R61C-1 inratio’svan 1:1
en 10:1. Tot onze genoegdoening gaven in beide gevallen alleen de eiwitgebonden
alkenen een waarneembaar fluorescent signaal af. Deze bevindingen introduceren
de oxidatieve Heck reactie als een bruikbare detectiemethode om alkeen-
gelabelde eiwitten efficiént en selectief te volgen in vitro.

In hoofdstuk 3 vervolgen we onze studie door, in combinatie met metabole
labelingtechnieken, de reactie toe te passen in de in vitro detectie van
histonacetyleringen. Eerst werden hoge omzettingen van 4-OT R61C-1 bereikt
in volledig waterige condities met het gebruik van EDTA als ligand voor de
katalysator en het wateroplosbare 3-(biotinylamino)fenylboorzuur en 3-(dansyl-
PEG-amino)fenylboorzuur als detectiehandvaten, in de eerder geoptimaliseerde
hoeveelheden. In vergelijking tot BIAN en 2-amino-4,6-dihydroxypyrimidine
ontwikkeld door Davis et al., bleek EDTA een efficiéntere ligand te zijn voor Pd(lI)-
gekatalyseerde bioorthogonale koppelingen. Daarnaast was chelatie van mogelijk
aspecifiek eiwitgebonden Pd ook niet meer nodig. Tegengestelde resultaten
werden daarentegen verkregen wanneer EDTA gebruikt werd in reacties met niet-
eiwitgebonden eindstandige alkenen. Dit is in overeenstemming met gegevens
over de wateroplosbaarheid en stabiliteit van EDTA in het bijzijn van eiwitten.
Overigens bleek een neutrale of licht basische pH het beste te zijn voor de
voortgang van de reactie en volledige omzetting werd behaald bij concentraties
4-0T R61C-1 zo laag als 5 uM. Bij lagere concentraties daalde de efficiency van
zowel de oxidatieve Heck als de ‘click’ reactie.
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Figuur 1. Metabole labeling met alkenen, biotinylatie en in vitro detectie van histoneacylatie via de
oxidatieve Heck reactie. ECL; chemiluminescentie test voor western blot detectie, CB; coomassie
blauwkleuring.

Om histonacetyleringen in vitro te meten gebruikten we 3-alkeen carboxylaat,
natrium 4-pentenocaat 3.4a en de corresponderende thio- en methyl ester
derivaten voor het enzymatisch inbouwen van alkenen in histonen via histone
acetyltransferases (HATs). Behandeling van RAW267.4 cellen met 10mM van elke
stof voor 6 uur, gevolgd door histonextractie en biotinylatie via de oxidatieve
Heck reactie resulteerde in efficiénte labeling van histon H3 wanneer stof 3.4a
(Figuur 1) werd gebruikt, terwijl de corresponderende ester slechts weinig werd
ingebouwd. Vergelijkbare luminescentie werd waargenomen na incubatie met
natrium 4-pentynoaat en een daaropvolgende ‘click’ reactie, maar in dat geval
werd histon H4 ook waargenomen, wat erop duidt dat 4-pentynoyl groep beter
wordt geincorporeerd in H4 dan de 4-pentenoyl groep. Tenslotte resulteerde
behandeling van cellen met bekende HATr en histon deacetylase remmers (HDACr),
en daaropvolgende toediening van 3.4a, in een reductie van H3 labeling. Er was
echter geen effect op het globale lysine acetyleringsniveau zichtbaar met anti-
acetyllysine antilichamen. Deze data ondersteunen het gebruik van een op chemie
gebaseerde aanpak van het in vivo testen van de effectiviteit van ontwikkelde
remmers van ziekte-gerelateerde enzymen.

In Hoofdstuk 4 geven we een overzicht van de toepassingen van metabole
labelingtechnieken en bioorthogonale chemie in de studie van eiwitacyleringen
in vitro. In het bijzonder benadrukken we de reacties die eindstandige alkene-
of alkyn-gefunctionaliseerde moleculen gebruiken, die door hun kleine omvang
en gemakkelijke cellulaire opname waardevol zijn. Naast hun voordelen
bespreken we ook de nadelen van elke reactie om zo tot de meest geschikte
bioconjugatie methode te komen. We duiden ook op het belang van in vivo
metabole enzymen voor het inbouwen van de reactieve moleculen als eerste
stap. Dit om posttranslationele veranderingen in het eiwit van interesse te kunnen
bestuderen. De tweede stap, bioorthogonale koppeling, kan daarentegen in vitro
plaats vinden na cellyse en eiwitextractie. Met de nadruk op het bestuderen van
eiwitacylatie in vitro beschrijven we vervolgens de metabole routes van acyl-
CoA om de alkeen- of alkynbevattende acyl-CoA derivaten die hiervoor gebruikt
zijn weer te geven. Bovendien presenteren we de resultaten van onze eigen
inspanningen om geacyleerde eiwitten te onderzoeken middels alkeen a-keton
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carboxylaten. Biotinylatie via de oxidatieve Heck reactie liet in dat geval echter
geen labeling zien in cellysaten dan wel geéxtraheerde histonen, waarschijnlijk
door competitie van het a-keton carboxylaat met het natuurlijke substraat, en
een minder gunstige cellulaire opname. Desondanks het ontegenzeggelijke succes
van metabole labelingstrategieén concluderen we ten slotte dat de noodzaak van
hoge concentraties onnatuurlijk substraat en/of het gebruik van remmers voor
enzymen die het substraat verwijderen het daadwerkelijk fysiologisch beeld van
endogene eiwitmodificaties verstoren. Daarom dienen vervolgstudies zich bezig te
houden met de ontwikkeling van verbeterde diagnostische testen die niet alleen
eiwitmodificaties kunnen identificeren maar ook kunnen kwantificeren om zo een
beter beeld van pathologische processen te kunnen verschaffen.

Ons werk rechtvaardigt het gebruik van de oxidatieve Heck reactie als
aantrekkelijk alternatief voor de alom gebruikte ‘click’ reacties, aangezien de
efficiéntie vergelijkbaar is. Gezien de succesvolle toepassing van de reactie in
de in vitro bestudering van eiwitacylatie, en dus endogene HAT activiteit, dient
toekomstig onderzoek zich te richten op het detecteren van de activiteit van
andere eiwitten geimpliceerd in ernstige ziektes. Echter, desondanks de efficiency
en de chemoselectiviteit van de reactie met eiwitgebonden alkenen, hindert de
duur om de koolstof-koolstof binding tot stand te brengen het gebruik in gevallen
waar bionconjugatie snel plaats moet vinden. Door de beperkingen van de tot nu
toe beschikbare chemische reacties zijn nieuwe biologisch-verenigbare chemische
methoden nodig. Enerzijds om enzymfuncties beter te kunnen bestuderen
en anderzijds om laagmoleculaire remmers te testen voor therapeutische
toepassingen.

Licht-schakelbare HDAC remmers als veelbelovende anti-kanker-middelen

De literatuur ondersteund de belangrijke rol van HDACs in epigenetische
regulatie van genexpressie en het verband tussen afwijkende HDAC activiteit
en tumorgenese. Een grote verscheidenheid aan HDACr zijn de afgelopen jaren
ontdekt, maar slechts een paar zijn goedgekeurd voor klinische toepassingen
of worden onderzocht in klinisch onderzoek voor de behandeling van een
aantal aandoeningen. Een algemene bijwerking van klassieke chemotherapie is
cytotoxiciteit door een gebrek aan selectiviteit van de gebruikte middelen. Dit
probleem kan verminderd worden door gebruik te maken van licht-schakelbare
geneesmiddelen waarbij extern licht lokale activatie van een geneesmiddel tot
gevolg heeft. Hierdoor worden cytotoxische effecten beperkt en zijn hogere
geneesmiddelconcentraties mogelijk.

In hoofdstuk 5 van dit proefschrift presenteren we de ontwikkeling van licht-
schakelbare analogen van de klinisch toegepaste, op hydroxzaamzuur-gebaseerde,
HDACr vorinostat, panobinostat en belinostat als potentiele chemotherapeutica.
We selecteerden de azobenzeengroep als lichtschakelaar en introduceerden deze
allereerst in het afsluitende deel van de HDACr en ten tweede in het verbindende
deel, tussen de afsluitende groep en de actieve groep. Zowel de cis- als de trans-
isomeren waren toegestaan. In het beste geval is de thermodynamisch stabiele

259




Samenvatting en toekomstperspectief

CONHOH 150+ 150+
N g g
E‘ 100 E‘
> T = 100
E e
g E ® ftrans
o > A cis
Ny 1Y) 3
50 4
g : 50
[ ] I -
[7]
b o
o 0 T T T * 1 0 T T T T 1
~ -6 -4 -2 0 2 4 2 1 0 1 2 3
512 Logl] (uM) Log[l] (uM)

Figuur 2. Studies naar de prestaties van de fotoschakelbare HDACi 5.12.

trans-vorm minder doeltreffend dan de cis-vorm, zodat onder invloed van UV
straling het geneesmiddel kan worden omgezet in de actieve cis-vorm. Om dit te
bereiken hebben we 12 structuren met verschillende ketenlengtes, substituties en
posities van de azobenzeengroep ontworpen en gesynthetiseerd. Fotochemische
studies brachten een gunstige fotostationaire toestand (PSS> 76%) aan het licht
en van bijna alle structuren had de cis-isomeer een halfwaardetijd van meer dan 2
uur in een waterige oplossing.

Alle structuren werden aanvankelijk getest op remming van HDAC activiteit
in Hela nucleaire extracten. De moleculen uit het eerste ontwerp waren
doeltreffender dan degenen uit het tweede ontwerp, waarbij de trans-isomeren
actiever warenvan de cis-vormen. Daarna werd een selectie gescreend op remming
van humane recombinant HDAC1-3, 6 en 8. Met betrekking tot het eerste ontwerp
waren trans-structuren sterke remmers in het laag-nanomolaire bereik (zelfs 10-
maal sterker in vergelijking tot vorinostat), maar er was slechts een klein verschil
waarneembaar in de activiteit (zoals weergegeven in de IC -waarden) tussen
cis- en trans-isomeren. Tot onze genoegdoening was het genoemde verschil
significant hoger voor de structuren uit het tweede ontwerp, waarbij cis-5.12
HDAC2 bijna 40 keer sterker remde dan de trans-vorm (Figuur 2). Daaropvolgende
incubatie van cis-5.12 met HDAC2 en succesvolle in situ lichtisomerisatie (met
witlicht) resulteerde in een toename van de enzymactiviteit door de vorming van
de minder sterk werkende trans-variant. Verder leed behandeling van Hela cellen
voor 16 uur met beide isomeren tot een dosisgerelateerde vermindering van de
levensvatbaarheid van de cellen in het geval van de cis-isomeer, terwijl de trans-
isomeer een kleine invloed had (Figuur 2). Al met al voldoet 5.12 het meest aan de
criteria voor lichtcontroleerbare chemotherapeutica en is het een veelbelovende
start voor het toepassen van fotofarmacologie in de behandeling van kanker.

Met deze studies hebben we een proof of principle aangetoond voor de
ontdekking van aanvullende licht-geactiveerde inhibitoren welke zich richten op
eiwitten met een centrale rol in oncogenese en mogelijk verminderen ze het risico
op off-target effecten die gebruikelijk zijn bij klassieke chemotherapie. Desondanks
is er een noodzaak voor de ontwikkeling van inhibitoren, die geschakeld worden
door zichtbaar licht, met een lagere toxiciteit en betere weefsel penetratie.
Het uiteindelijke doel is een volledig non-invasieve fotofarmacologie waardoor
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therapeutische toepassingen van zulke moleculen in combinatie met de recente
voortgang in tumor beeldvorming veelbelovend zijn.

Ontstekingsremmende effecten van azobenzeen analogen van Entinostat

Naast carcinogenese is het ook aangetoond dat HDACs een rol spelen in
de pathogenese van enkele ontstekingsziekten. Naast andere functies heeft
de deacetylerende functie op NF-kB p65 transcriptiefactor ze gekenmerkt als
belangrijke regulatoren van NF-kB overgebrachte ontstekingssignalering. Redelijk
veel inspanningen zijn er gedaan die zich richten op HDACs met een rol in
ontsteking, maar het merendeel van de HDACi die worden gebruikt in de kliniek
hebben een gebrek aan specificiteit. Nog belangrijker zijn de niet-effectieve en
verscheidene farmacologische effecten van selectieve HDACi waardoor de
ontwikkeling van nieuwe diagnostische gereedschappen die de rol van individuele
isovormen in ontstekingsroutes bepalen nodig is.

In hoofdstuk 6 introduceren we een chemisch epigenetische strategie om
sterk lijkende structuur analogen te maken van de klinisch gebruikte potente
HDAC1-3 inhibitor Entinostat in een poging de functie van elke isovorm in NF-
kKB gemedieerde ontstekings genexpressie in macrofagen te onderzoeken. Drie
verbindingen werden ontworpen met een azobenzeen groep in de para, meta
en ortho positie ten opzichte van de amine groep in de linker van Entinostat
(respectievelijk verbinding 6.4, 6.7 en 6.9). Door gebruik te maken van het trans-
isomeer van elke verbinding in inhibitie en kinetiek studies werd een niet-selectief
profiel voor HDAC1-3 inhibitie waargenomen (laag uM bereik) met de uitzondering
van 6.7 welke een K van 0.63 uM heeft voor HDAC1.

Andere farmacologische studies naar LPS/IFNy gestimuleerde RAW264.7
macrofagen die voorbehandeld werden voor twintig uur met elke inhibitor liet
voor de verbindingen 6.4 en 6.9 inhibitie zien van de transcriptionele activiteit
en kern translocatie van NF-kB p65 terwijl 6.7 en de referentie, Entinostat, het
tegenovergestelde lieten zien. Vervolgens maten we de expressie niveaus van de
pro-inflammatoire genen TNFaq, iNOS, IL-1B, IL-6 en IL-12b en vonden we, los van
iNOS waar geen invloed werd waargenomen, dat verbinding 6.4 resulteerde in
een dosisafhankelijke reductie van de mRNA expressie van alle andere cytokinen.
Analogen 6.7 en 6.9 onderdrukten de expressie van IL-6, maar net als Entinostat
veroorzaakten ze upregulatie of hadden ze geen effect op de rest van de genen.
Bijzonder is de opmerkelijke reductie van iNOS expressie die met verbinding 6.7 en

NF-kB p65 transcriptional activity

0 q j
H\/Q)LH : l TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12b expression
/©/N NH,
New

6.4

o

Figuur 3. Structuur en ontstekingsremmende effecten van een para-gesubstitueerd azobenzeen
analoog van Entinostat.
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Entinostat werd waargenomen en welke de connectie tussen HDAC1 inhibitie en
transcriptionele regulatie van dit gen ondersteunt. Bovendien werd de fenomenale
toename van het ontstekingsremmende cytokine IL-10, veroorzaakt door
Entinostat, niet waargenomen voor de azobenzeen analogen. Hieruit concluderen
we dat kleine veranderingen in de structuur van een inhibitor kan leiden tot een
significante verandering in het farmacologisch gedrag en dat complete HDAC1-3
inhibitie gunstig is om het gewenste ontstekingsremmende profiel te verkrijgen.

Onze bevindingen ondersteunen de bruikbare vooruitzichten dat chemische
epigenetica kunnen bijdragen aan de ontdekking en identificatie van HDACi met
ontstekingsremmende karakteristieken. Verder kunnen zulke studies de connectie
tussen HDAC activiteit en regulering van NF-kB signalering bevestigen. Bovendien
kan door het ontwerpen van sterke gerelateerd structurele derivaten van klinisch
gebruikte medicijnen de weg worden gelegd naar het begrijpen van de rol van
isovormen in andere enzymklassen voor verschillende ziektemodellen en via deze
weg mogelijk leiden tot geconcentreerde therapeutische inspanningen.

Activiteit-gebaseerde moleculaire sonde voor de detectie van LSD1 activiteit

Recente voortgang laat een veelzijdige maar kritische rol van lysine-specifieke
demethylase-1 (LSD1) in tumorgenese zien. De effecten van activatie of reductie
van genexpressie, afhankelijk van de interactie met andere eiwitten, hebben de
interesse van vele onderzoeksgroepen gewekt met als doel de biologische functie
van dit enzym en de implicaties in kanker initiatie en progressie op te helderen.

In hoofdstuk 7, beschrijven we onze inspanning naar het labelen van menselijk
recombinant — en endogeen LSD1 door gebruik te maken van vijf tranylcypromine
(TCP) analogen om een covalente binding aan de cofactor FAD en eiwit gebaseerde
eiwit profilering te garanderen. Vier verbindingen bevatten een para-benzoylamino
groep ten opzichte van de fenyl ring van TCP en werden gefunctionaliseerd
met een eindstandig alkyn voor verdere detectie met een klikreactie of met
een eindstandig alkeen voor een bioconjugatie met de oxidatieve Heck reactie.
Door de non-covalente interacties van LSD1 met de cofactor ontworpen we
een moleculaire moleculaire gefunctionaliseerd met een alkyn (verbinding 7.8)
alsmede een benzofenon groep die dient voor fotocrosslinking en irreversibele
binding met het enzym. Alle verbinding laten een goede werkzaamheid, snelle
binding en tijdsafhankelijk inhibitie mechanisme zien.

Door het mislukken van het labelen van endogeen LSD1 via een twee-staps
proces werden we genoodzaakt om onze studies te vervolgen met gebiotynyleerde
vormen van alkyn bevattende moleculaire sondes om deze vervolgens een
klikreactie te laten ondergaan met azide-PEG3-biotine. Verassend was dat voor
alle verbindingen incubatie met menselijk recombinant LSD1, in het geval van 7.8
door UV bestraling, resulteerde in een dosisafhankelijke eiwit labeling welke een
sterke interactie aantoont tussen LSD1 en de cofactor FAD. Verschillende controle
reacties omvatte het testen van de moleculaire sonde na eiwit warmte-inactivatie
of behandeling met een niet TCP bevattende gebiotynyleerde verbinding. In beide
gevallen werd geen luminescentie waargenomen wat suggereert dat labelen op
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Figuur 4. Structuur van moleculaire sonde 7.8 en blot luminescente detectie van menselijk
recombinerend LSD1 behandeld met verschillende concentraties van voorgeklikte moleculaire sonde.
Controle reacties zijn ook getoond. AT, warmte-denaturatie controle, PC; positieve controle.

actief eiwit is gebaseerd. Ondanks behandeling met LSD1 inhibitoren gevolgd
door een korte incubatie met voorgeklikte moleculaire sonden resulteerde dit
niet in een duidelijke reductie van labeling, maar verdere analyse is nodig om het
scenario van enzym activiteitsafhankelijkheid alsmede een andere plaats voor
modificatie van TCP gebaseerde moleculaire sondes te onderzoeken. Ten slotte
werd voorgeklikte moleculaire sonde 7.8 toegepast op Hela kernextracten waar
los van andere intracellulaire eiwitten geen duidelijke labeling van endogeen
LSD1 zichtbaar was. Verder studies naar de identificatie van gelabelde eiwitten
en onderzoek naar het mechanisme van LSD1 inactivatie door de ontwikkelde
moleculaire sondes worden momenteel uitgevoerd. Uiteindelijke kunnen de
resultaten van zulke experimenten de basis zijn voor een grondiger onderzoek van
LSD1 als nieuw farmacologisch doel.

De in dit proefschrift beschreven resultaten maken het mogelijk om
de bioorthogonale oxidatieve Heck reactie toe te passen voor de detectie
van metabolische labeling van cellulaire substraten met behulp van alkeen
gelabelde metabole precursors. Daarnaast heeft dit werk geresulteerd in de
ontdekking van nieuwe krachtige photoschakelbare HDAC remmers als potentiéle
antikankermiddelen en HDAC remmers met veelbelovende anti-inflammatoire
eigenschappen. Tot slot, zijn er experimenten gedaan om te komen tot stoffen
die toegepast kunnen worden voor het labellen van het enzym LSD1 op basis
van zijn activiteit. Deze studies geven aan dat het werkingsmechanisme van TCP-
gebaseerde remmers verder onderzocht moet worden om deze aanpak succesvol
te maken en toe te passen in studies naar de rol van dit enzym in carcinogenese.
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