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Zusammenfassung

lll Zusammenfassung

CYP105A1 aus Streptomyces griseolus gehort zur Superfamilie der Cytochrom P450-
Enzyme und verfligt Gber ein grolRes biotechnologisches Potential. Da das natirliche
Redoxsystem des P450-Enzyms nicht vollstandig aufgeklart ist, wurden alle CYP105A1
Reaktionen in vitro bislang mithilfe eines Elektronentransfersystems aus Spinacia
oleracea durchgefuhrt. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein alternatives Redoxsystem,
bestehend aus einer Mutante des Ferredoxins Etp1™ Etp1® (516-618) und der
zugehdrigen Ferredoxin-Reduktase Arh1 aus der Spalthefe Schizosaccharomyces
pombe, etabliert werden. Als CYP105A1-Substrate wurden neben Vitamin D; die
Sulfonylharnstoffe (SUs) Glimepirid und Glibenclamid untersucht. Die kinetischen
Parameter der SU-Reaktionen wurden bestimmt wund die Strukturen der
Reaktionshauptprodukte aufgeklart. Die Orientierung von Glimepirid und Glibenclamid im
aktiven Zentrum von CYP105A1 wurde mit einem Computer-Docking-Modell gezeigt.

Des Weiteren wurden Ganzzellsysteme zur effizienten 3-Hydroxylierung der SU-Substrate
und der 25-Hydroxlierung von Vitamin D basierend auf Bacillus megaterium MS941
entwickelt. Im Zuge der Optimierung zeigte sich, dass der Wirtsstamm U(ber ein zu
CYP105A1 kompatibles Elektronentransfersystem verfligt. Neben Studien zur Steigerung
der heterologen Proteinexpression wurden auch Untersuchungen zur Steigerung der

Bioverfugbarkeit und der Membranpermeabilitat der verwendeten Substrate durchgefihrt.



Zusammenfassung

IV Summary

CYP105A1 from Streptomyces griseolus belongs to the superfamily of cytochrome P450
enzymes and shows great biotechnological potential. For in vitro studies so far all
CYP105A1 reactions have been performed using a reconstituted electron transfer system
from Spinacia oleracea, because the natural redox system has not yet been completely
elucidated. In this work an alternative redox chain consisting of a mutant of the ferredoxin
Etp1™ Etp1™ (516-618) and the ferredoxin reductase Arh1 from the fission yeast
Schizosaccharomyces pombe was established. Apart from Vitamin D3, the sulfonylurea
substrates (SUs) glimepiride and glibenclamide were used both in in vitro and in vivo
conversions. The kinetic parameters of SU reactions were determined and the structures
of the main products were solved by NMR. Moreover, the orientation of glimepiride and
glibenclamide in the active site of CYP105A1 was demonstrated by a docking model.
Subsequently, a whole cell bioconversion system based on Bacillus megaterium MS941
was developed for the efficient 3-hydroxylation of SU-substrates and 25-hydroxylation of
Vitamin Dj. Interestingly, it was found that Bacillus megaterium provides a compatible
electron transfer system for CYP105A1. In addition to studies to optimize heterologous
protein expression, several options to improve the bioavailability and membrane

permeability of the respective substrates were probed.



Einleitung

1. Einleitung
1.1. Cytochrome P450

1.1.1. Allgemeine Einteilungskriterien und Nomenklatur

Cytochrome P450 bilden eine grofle Gruppe von Hamthiolatproteinen, die im Rahmen von
Studien an Rattenlebermikrosomen in den 1950er Jahren von Martin Klingenberg
entdeckt wurden [Klingenberg et al., 1958]. Die Enzyme wurden anfanglich als ,Pigmente”
bezeichnet. Demzufolge steht das ,P“ im Namen der Cytochrome P450 fur Pigment. Die
Zahl 450 im Namen der Cytochrome P450 geht auf die Tatsache zurtick, dass Mitglieder
dieser Enzymsuperfamilie nach der Reduktion mit Natriumdithionit und Komplexierung mit
Kohlenstoffmonoxid ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von A = 450 nm
zeigen. Dies ist flr Proteine mit Eisen-Protoporphyrin IX als Kofaktor atypisch, da diese
normalerweise als Ferro-Carbonyl-Komplex ein Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von A = 420 nm besitzen [Omura und Sato, 1964]. Die Ursache flr diese
Verschiebung des Absorptionsmaximums beruht darauf, dass der fiinfte axiale Ham-
Ligand der Cytochrome P450 ein hochkonservierter Cysteinrest und nicht - wie in anderen
Eisen-Protoporphyrin IX-haltigen Ham-Proteinen - ein Histidin ist [Ouzounis und Melvin,
1991]. Die Ham-Gruppe ist mit der Sulfthydrylgruppe der Cysteinseitenkette Uber das
Eisenatom koordiniert.

Bis heute sind mehrere tausend Cytochrom P450 Mitglieder aus allen Bereichen des
tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen Lebens bekannt. Da die Anzahl der Vertreter
dieser Enzymklasse stetig wachst, wurde von Nebert eine einheitliche Nomenklatur
entwickelt [Nebert et al., 1991]. Diese Nomenklatur ist am Beispiel des in dieser Arbeit
verwendeten CYP105A1 erlautert (Abbildung 1.1).

Cytochrom P450 Unterfamilie

! !
CYP 105 A 1

T T
Familie lsoform

Abbildung 1.1: Nomenklatur der Cytochrome P450 am Beispiel von CYP105A1

Die Bezeichnung CYP charakterisiert die zur Familie der Cytochrome P450 gehdrenden

Hamproteine. Die erste Zahl beziffert die jeweilige Genfamilie und der nachfolgende



Einleitung

Buchstabe beschreibt die entsprechende Subfamilie. Eine weitere Zahl bestimmt die

Isoform des Enzyms.

1.1.2. Reaktionen der P450-Enzyme

Cytochrome P450 werden den externen Monooxygenasen zugeordnet, da bei der
Katalyse nur ein Atom des gespaltenen molekularen Sauerstoffes in das Substrat
eingebaut wird. Das zweite Sauerstoffatom wird hingegen zu Wasser reduziert. Als
.externe* Monooxygenasen werden die Enzyme bezeichnet, da die flr die Reaktion
bendtigten Elektronen nicht von dem umzusetzenden Substrat selbst, sondern von einer
externen Elektronenquelle (NADH oder NADPH) zur Verfiigung gestellt werden. In
folgender Abbildung ist die Stellung der Cytochrome P450 unter den Sauerstoff
aktivierenden Enzymen dargestellt (Abbildung 1.2).

externe
Monooxygenasen

Abbildung 1.2: Schematische Einteilung sauerstoffaktivierender Enzyme (verandert nach
[Ruckpaul, 1990)).

Die Beteiligung der Cytochrome P450 am Stoffwechsel von Steroiden, Fettsauren,
Prostaglandinen, Eicosanoiden, Arzneimitteln, Pestiziden, Karzinogenen, Zytostatika und
anderer Xenobiotika [Blanck et al., 1991] erklart das grof3e Interesse der Wissenschaft
und zunehmend auch der Biotechnologie an diesen Enzymen [Bernhardt, 2006].

Eine Besonderheit der Cytochrom P450-Enzyme sind die vielen unterschiedlichen
Reaktionstypen, die von dieser Enzymklasse katalysiert werden kdnnen. In Tabelle 1.1

sind die wichtigsten Reaktionstypen mit je einem Beispiel aufgezeigt. In der Regel werden

7
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die Reaktionen mithilfe einer reduktiven Spaltung von molekularem Sauerstoff katalysiert
[Bernhardt, 2006]. Allerdings wurde aktuell ein Spezialfall entdeckt, in dem eine Nitrierung
von Tryptophan durch das Cytochrom P450 (TxtE) im Rahmen der Thaxtomin A
Biosynthese katalysiert wird [Barry und Challis, 2011]. Die Besonderheit ist dabei, dass in
diesem Fall Stickstoffmonoxid, ein potentieller Cytochrom P450-Inhibitor, anstelle von

molekularem Sauerstoff fur die Reaktion verwendet wird.

Tabelle 1.1: Verschiedene Reaktionstypen, die von Cytochromen P450 katalysiert werden kdnnen.

Reaktion Cytochrom Beispiel Referenz
P450
Aromatisierung CYP19A1 Testosteron zu Estradiol [Osawa et al.,
1987]
Aliphatische Hydroxylierung | CYP105A1 10,25 Hydroxylierung von [Sawada et al.,
Vitamin D, und Vitamin D; | 2004]
Aromatische Hydroxylierung | CYP2D6 Atomoxetin zu 4- [Sauer et al.,
Hydroxyatomoxetine 2005]
N-Desalkylierung CYP3A4 Tilidin zu Nortilidin [Lotsch, 2005]
O-Desalkylierung CYP2D6 Codein zu Morphin [Lotsch, 2005]
Dehalogenierung CYP2E1 Sevofluran [Kharasch, 1995]
Epoxidierung CYP2J3 Epoxydierung von [Yuetal., 2011]
Arachnidonséure zu
Epoxyeicosantriensaure
Seitenkettenabspaltung CYP11A1 Umwandlung von [Van Lier et al.,
Cholesterol zu Pregnenolon | 1977]
Sulfoxidation CYP3A4 Lansoprazol zu Lansoprazol | [Yanagida et al.,
Sulfon 2009]
Nitrierung Cytochrom Tryptophan zu L-4- [Barry und
P450 (TxtE) Tryptophan Challis, 2011]

1.1.3. Einteilung der Cytochrome P450 nach ihrer Elektronentransportkette

Die fir eine Cytochrom P450-Reaktion bendtigten Elektronen werden in der Regel Uber
eine Elektronentransportkette auf das eigentliche Enzym Ubertragen. Mittlerweile werden
10 Klassen von Cytochrom P450-Systemen aufgrund der Organisation sowie der
Beschaffenheit der Elektronentransportkette unterschieden [Hannemann et al., 2007]. In
der vorliegenden Arbeit wurde mit einem bakteriellen Cytochrom P450 gearbeitet.
Bakterielle Cytochrom P450 sind in den Klassen |-Vl vertreten. Das wesentliche

Charakteristikum der bakteriellen Cytochrom P450-Systeme ist, dass alle beteiligten

8
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Komponenten I6slich sind. Tabelle 1.2 liefert eine Ubersicht Gber die unterschiedlichen
Zusammensetzungen des Elektronentransfers bakterieller Systeme.
Tabelle 1.2: Klassifizierung bakterieller Cytochrom P450-Systeme aufgrund ihrer Elektronen-

transportkette [Hannemann et al., 2007]. (* Dieser Aufbau entspricht auch eukaryotischen,
mitochondrialen Systemen)

Klasse Elektronentransport-Kette Beispielorganismus
| ™ NAD(P)H—[FdR]—[Fdx]—[P450]* Pseudomonas putida
Il NADH—[CPR]—[P450] Streptomyces carbophilus
[ NAD(P)H—[FdR]—[Fldx]—P450] Citrobacter braakii
v Pyruvat, CoA —[FdR]—[Fdx]—[P450] Sulfolobus tokadaii
V NADH—FdR—[Fdx-P450] Methylococcus capsulatus
Vi NAD(P)H—[FdR]—[Fldx-P450] Rhodococcus rhodochrous

Stamm 11Y

VIl NAD(P)H—[PFOR-P450] Ralstonia metallidurans
VI NAD(P)H—[FdR-P450] Bacillus megaterium

Der Aufbau des in der vorliegenden Arbeit etablierten Elektronentransfers entspricht dem
der Klasse |. Die Reduktionsaquivalente werden zunachst von NAD(P)H Uber eine
NAD(P)H-abhangige, FAD-haltige Reduktase auf ein Eisen-Schwefel-Protein Ubertragen.
Der Eisen-Schwefel-Cluster dieser Proteine kann in unterschiedlichen Stéchiometrien
vorliegen: [2Fe-2S], [3Fe-4S], [4Fe-4S] und [3Fe-4S]/[4Fe-4S]. Durch die Interaktion mit
dem Eisen-Schwefel-Protein wird das Cytochrom P450 reduziert [Bernhardt, 1996]. In
folgender Abbildung ist der Aufbau des bakteriellen Systems der Klasse | schematisch
dargestellt (Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3: Bakterielles Cytochrom P450-System (nach [Hannemann et al., 2007]).

Auch eukaryotische, mitochondriale Cytochrom P450-Systeme besitzen diesen Aufbau,
allerdings mit dem Unterschied, dass dort lediglich die Ferredoxinkomponente 16slich ist.
Die Reduktase und das Cytochrom P450 sind an die innere mitochondriale Membran

assoziiert.

1.2. CYP105A1

Das bakterielle CYP105A1, welches in der Literatur auch als Cytochrom P450 SU-1
bezeichnet wird [O'Keefe et al., 1988], ist ein etwa 44 kD groRes losliches Protein,
bestehend aus 406 Aminosauren. Die heterologe Expression des 1236 Bp umfassenden
Gens in E.coli wurde 2003 erstmals publiziert [Hussain und Ward, 2003].

Urspriinglich wurde das Protein von O'Keefe aus einem Zellextrakt des Aktinomyceten
Streptomyces griseolus ATCC 11796 isoliert [O'Keefe et al., 1988]. Die DNA wurde spater
von Omer kloniert [Omer und O'Keefe, 1990]. Der Ursprungsorganismus Streptomyces
griseolus exprimiert neben dem CYP105A1 mit CYP105B1 ein zweites Cytochrom P450.
Diese Enzyme befahigen Streptomyces griseolus zur Inaktivierung von Herbiziden auf
Sulfonylharnstoff-Basis. Die durch Sulfonylharnstoffe sowie Phenobarbital induzierbaren
Promotoren von CYP105A1 und CYP105B1 wurden im Zuge von Genregulationsanalysen
charakterisiert [Patel und Omer, 1992]. Die Strukturformeln der CYP105-Induktoren
Chlorimuronethyl und Phenobarbital sind in Abbildung 1.4 dargestellt.
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Abbildung 1.4: Induktoren der Cytochrome P450 CYP105A1 und CYP105B1 aus Streptomyces
griseolus A) Chlorimuronethyl, B) Phenobarbital [Patel und Omer 1992].

Das natlrliche Redoxsystem von CYP105A1 ist bis heute nicht vollstandig charakterisiert.
O’Keefe et al. konnten die Gene zweier Ferredoxine aus S. griseolus isolieren [O'Keefe et
al.,, 1991], welche in vivo zusammen mit CYP105A1 und CYP105B1 kotranskribiert
werden [O'Keefe et al., 1993]. Allerdings konnte kein zugehdriges Reduktasegen
gefunden werden [O'Keefe und Harder, 1991]. Ein in der Anwendung mittlerweile sehr
gangiges heterologes System stellen die Redoxproteine aus den Chloroplasten von
Spinacia oleracea dar [O'Keefe et al., 1991]. Auch das Redoxsystem von Pseudomonas
putida wird in der Literatur als potentielles Elektronentransfersystem diskutiert [O'Keefe et
al., 1991].

Fir CYP105A1 ist bereits ein groRes Substratspektrum bekannt, welches unter anderem
7-Ethoxycoumarin [Hussain und Ward, 2003], a-Jonon und B-Jonon [Celic et al., 2005]
sowie Vitamin D umfasst. Vitamin D, und Vitamin D; werden durch das Enzym in die
korperaktiven Metabolite 25-OH-Vitamin D und 1a, 25-(OH),-Vitamin D Uberfihrt [Sawada
et al., 2004]. Diese Tatsache ist von sehr gro’iem biotechnologischem Interesse, da diese
Positionen am Vitamin D-Molekil fir eine regioselektive Synthese auf chemischem Wege
nicht gut zuganglich sind. Da die Enzymaktivitat des CYP105A1 gegeniber Vitamin D
sehr gering ist, wurde zur Steigerung der Aktivitat die Doppelmutante CYP105A1
(R84A/R73V) basierend auf der Kristallstruktur [Sugimoto et al., 2008] erzeugt [Hayashi et
al., 2008].

Tabelle 1.3 liefert einen Vergleich der Kinetiken des Vitamin Ds-Stoffwechsels von
CYP105A1-Wildtyp und der verbesserten Mutante CYP105A1 (R84A/R73V).
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Tabelle 1.3: Kinetische Parameter der Vitamin D3-Hydroxylierung durch CYP105A1 wt [Sawada et
al., 2004] und der Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V) [Hayashi et al., 2010; Sakaki et al.,

2011].
Cytochrom P450 Substrat Hydroxylierungs- K, (M) Vmax
position (mol/min/mol)
Vitamin D; 25 0,59 0,016
CYP105A1 wt 10-OH-Vitamin D; 25 - 0,054
25-OH-Vitamin D3 1a 0,91 0,0036
Vitamin D3 25 3,5 0,14
CYP105A1 10-OH-Vitamin D, 25 6,5 2,12
(R84A/R73V)
25-OH-Vitamin D3 1a 2,2 0,14
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1.3. Alternatives Redoxsystem: Etp1™ (516-618) und Arh1

Wie bereits erwahnt, ist das natirliche Redoxsystem von CYP105A1 bis heute nicht
vollstdndig charakterisiert. Das in der vorliegenden Arbeit etablierte alternative
Elektronentransfersystem zur Reduktion von CYP105A1 setzt sich aus der
Ferredoxinkomponente Etp1™(516-618) und der Ferredoxin-Reduktase Arh1 zusammen.

Bei dem Ferredoxin Etp1™ (516-618) handelt es sich um eine verkiirzte Mutante von Etp1™

(Elektronentransferprotein 1) aus der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe. Etp1 stellt
ein  mitochondriales Fusionsprotein dar, welches aus einer C-terminalen
Ferredoxinkomponente (Etp1™) und aus einer zu Saccharomyces cerevisiae homologen
COX15-Domane besteht. Die Ferredoxindomane beinhaltet einen [2Fe-2S] Eisen-
Schwefel-Cluster. Die Stochiometrie dieses Eisen-Schwefel-Clusters ist dabei typisch flr
mitochondriale Ferredoxine. Das UV/Vis-Spektrum von gereinigtem Etp1™ ist sowohl in
oxidiertem als auch reduziertem Zustand vergleichbar mit dem von bovinem Adrenodoxin
(Adx). Das Redoxpotential des Proteins ist allerdings mit -353 mV deutlich niedriger als
das von Adx, welches -273 mV betragt. Die physiologische Funktion des Proteins im
Ursprungsorganismus ist noch nicht aufgeklart. Es wird vermutet, dass Etp1 am Aufbau
von Eisen-Schwefel-Clustern beteiligt ist. Diese Vermutung resultiert aus Studien, die eine
starke Interaktion von Etp1™ mit Isu1 gezeigt haben [Lill R., 2009]. Bei Isu1 handelt es
sich um ein wichtiges scaffold-Protein, welches in den Eisen-Schwefel-Cluster Aufbau

involviert ist. Auch die Beteiligung von Etp1™

an der Umwandlung von H&m O zu Hadm A in
S. pombe wird diskutiert [Muller et al., 2011]. Des Weiteren sind auch Anwendungen mit
Etp1™ bei der Reduktion der Cytochrom P450 Enzyme CYP11A1 und CYP11B1 in
Kombination mit bovinem AdR beschrieben. Obwohl die Elektronenlbertragung nicht die
Effizienz von Adx zeigte, konnte eine Umsetzung von Cholesterol zu Pregnenolon mit
CYP11A1 sowie eine Umsetzung von 11-Desoxykortikosteron zu Kortikosteron mit
CYP11B1 beobachtet werden [Schiffler et al., 2004]. Die Kristallstruktur der aus 103
Aminosauren bestehenden verkiirzten Variante von Etp1™, Etp1™ (516-618) wurde

unlangst publiziert [Maller et al., 2011].

Als korrespondierende Ferredoxin-Reduktase zu Etp1™ wurde das mitochondrial
lokalisierte Flavoprotein Arh1 aus dem Genom der Spalthefe Shizosaccharomyces pombe
kloniert und heterolog in E.coli exprimiert [Ewen et al., 2008]. Das 1410 Basenpaare
umfassende Gen setzt sich aus zwei Exons zusammen. Das Protein umfasst 469
Aminosauren und besitzt ein Molekulargewicht von etwa 51 kD. Die flr ein Flavoprotein
typische gelbe Farbe ist auf die funktionelle FAD-Gruppe zurtickzufiihren.

Die ersten Expressionsexperimente flihrten zu einer geringen Ausbeute an Holoprotein.

Die Ursache fiir die schwache Bindung des Kofaktors konnte auf das veranderte
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Bindemotiv (GXGXXA) zuruckgefuhrt werden, welches im Vergleich zu dem
hochkonservierten Bindemotiv (GXGXXG) anderer FAD-haltiger Proteine ein Alanin
anstelle eines Glycins beinhaltet. Durch den Austausch des Alanins gegen Glycin konnte
die FAD-Bindung der Reduktase verbessert und das Holoprotein mit einer 100%igen
Ausbeute gereinigt werden. Da im Rahmen dieser Arbeit nur die Variante Arh1 (A18G)
verwendet wurde, wird die Mutante Arh1 A18G zur Vereinfachung hier als Arh1
bezeichnet [Ewen et al., 2008].

1.4. Ausgewahlte Substrate fiir die Umsetzung mit CYP105A1
1.4.1. Sulfonylharnstoffe
1.4.1.1. Herbizide des Sulfonylharnstoff-Typs

Die Entdeckung der herbizidalen Wirkung der Sulfonylharnstoffe im Jahre 1975 geht auf
George Levitt, einem Mitarbeiter der Firma DuPont zurlck [Krdmer und Schirmer, 2007].
Seit den fruhen 1980ern werden diese Verbindungen in der Landwirtschaft zur
Unkrautbekampfung als Breitbandherbizide eingesetzt. Die Aufnahme der Substanzen in
die Pflanze erfolgt Uber Wurzeln und Blatter. Die herbizidale Wirkung der
Sulfonylharnstoffe beruht auf der Hemmung der Acetolactatsynthase (ALS). Dieses
Enzym spielt im pflanzlichen Stoffwechsel der verzweigtkettigen, fir Tiere und Menschen
essentiellen Aminoauren L-Valin, L-Leucin und L-Isoleucin eine wichtige Rolle [Russel et
al., 2002; Duke, 1990]. Die Strukturformel des Sulfonylharnstoff-Herbizids
Chlorimuronethyl ist in Abbildung 1.4 A dargestellt.

1.4.1.2. Antidiabetika des Sulfonylharnstoff-Typs

Die Anwendung der Sulfonylharnstoffe zur Therapie von Diabetes mellitus Typ 2 war
bereits lange vor der Entdeckung der herbizidalen Wirkung dieser Verbingungsklasse
bekannt. Diabetes mellitus Typ 2, zuvor als ,nicht insulinpflichtiger Diabetes mellitus
(NIDDM)* oder ,Altersdiabetes” bezeichnet, kennzeichnet eine Stoffwechselerkrankung,
die durch relativen Insulinmangel aufgrund voranschreitender pankreatischer Insuffizienz
charakterisiert ist. Diese Erkrankung ist aufgrund von Langzeitschadigungen des
Kreislauf- und Nervensystems und der daraus resultierenden Konsequenzen wie
Schlaganfalle, Erblindung oder Wundheilungsstérungen an den unteren Extremitaten sehr
geflrchtet. Neben einer speziellen Diat, ist die Einnahme so genannter oraler
Antidiabetika die gangigste Therapie [Kruse und Schettler, 1994; Klinke und Silbernagl|,
2003]. Die Sulfonylharnstoffe, die eine wichtige Klasse dieser Medikamente darstellen,

werden zu den sekretierenden Verbindung gezahlt, da ihre Wirkweise auf gesteigerter
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Sekretion von Insulin aus den Vesikeln der pankreatischen B-Zellen (Langerhans-
Inselzellen) beruht. Der therapeutische Effekt der Sulfonylharnstoffe liegt demzufolge in
der Anregung der Insulinfreisetzung, was allerdings eine Restaktivitdat der
Insulinproduktion der B-Zellen voraussetzt. Der Mechanismus der Insulinausschittung
sowie die Pharmakodynamik der Sulfonylharnstoffe werden im Folgenden kurz erlautert.

Glukose wird aus der Blutbahn Gber den Insulin-unabhangigen Glukosetransporter GLUT
2 in die B-Zellen aufgenommen [Loffler und Petrides, 2003]. Durch die intrazellulare
Metabolisierung von Glukose steigt der ATP-Gehalt und damit die Energieladung der
Zelle. Die Zelle verfuigt Uber einen ATP-sensitiven Kaliumkanal (K*arp-Kanal), an den ATP
auf zytosolischer Seite bindet. Diese Interaktion verursacht das SchlieRen des
Kaliumkanals, was aufgrund der dadurch erhdéhten Natriumleitfahigkeit zu einer
Depolarisierung des Membranpotentials flhrt. Diese Depolarisierung bewirkt wiederum
die Offnung spannungsabhéngiger Calciumkanale. Der resultierende Calciumeinstrom in
die B-Zellen bewirkt eine Vesikelentsperrung, was eine Exozytose der Vesikel und eine
damit verbundene Insulinausschittung in den perikapillaren Raum zur Folge hat
[Wellhéner, 1992; Loffler und Petrides, 2003]. Dieser Mechanismus kann durch
Sulfonylharnstoffe extrazellular und damit unabhangig von der Energieladung der Zelle
beeinflusst werden. Eine Interaktion der Sulfonylharnstoffe mit dem extrazellularen, 180
kD umfassenden SUR1-Rezeptor bewirkt ebenfalls einen Verschluss des Kanals [Kramer
et al., 1988; Nichols, 2006]. In Abbildung 1.5 ist der Mechanismus der Insulinausschittung

der B-Zellen des Pankreas noch einmal zusammengefasst.
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Abbildung 1.5: A) Schematische Darstellung des Mechanismus der Insulinausschittung der
pankreatischen (-Zelle. Durch die Bindung von ATP an eine regulatorische Untereinheit des
Kaliumkanals wird dieser verschlossen und die Kaliumionen kénnen nicht mehr in den
extrazelluldren Raum gelangen. Eine daraus resultierende Membrandepolarisation verursacht die
Offnung spannungsabhangiger Calciumkanale. Einstrémende Calciumionen bewirken eine
Entsperrung der Insulinvesikel und Insulin wird via Exozytose in den perikapillaren Raum
ausgeschuttet. Diese Kaskade kann durch die Bindung von Sulfonylharnstoffen an dem SUR1-
Rezeptor des K’ arp-Kanals extrazelluldr beeinflusst werden.

An der Interaktion mit dem SUR1-Rezeptor ist die Sulfonylharnstoff-Gruppe der jeweiligen
Wirkstoffe maligeblich beteiligt. Abbildung 1.6 zeigt die Strukturformel von Glimepirid,

einem Sulfonylharnstoff der 3. Generation mit Bezug auf die physiologischen

Interaktionsdoméanen.
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Abbildung 1.6: Strukturformel von Glimepirid mit Darstellung der physiologischen
Interaktionsdomanen der Verbindungen (verandert nach [Mdller et al, 2010]). Die
Sulfonylharnstoff-Gruppe des Molekills ist grau unterlegt.

16



Einleitung

Alle Sulfonylharnstoffe zeigen ein charakteristisches Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von A = 230 nm. In folgender Abbildung ist ein UV/Vis-Spektrum von
Glibenclamid, einem Sulfonylharnstoff der 2. Generation gezeigt (Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: UV/Vis-Spektrum von Glibenclamid, geldst in Methanol. Das Maximum bei 230 nm
ist charakteristisch fiir alle Sulfonylharnstoff-Verbindungen. Das Spektrum von Glibenclamid besitzt
zusatzliche Maxima bei den Wellenlangen A = 300 nm und A = 209 nm.

Sulfonylharnstoffe, die ausschlieBlich peroral appliziert werden, sind seit den 1960er
Jahren als Medikamente zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 zugelassen.
Glibenclamid, ein Sulfonylharnstoff der 2. Generation wurde 1968 erstmals beschrieben
[Loubatieres et al., 1968]. Tabelle 1.4 liefert eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit

untersuchten Sulfonylharnstoffe.

17



Einleitung

Tabelle 1.4: Auflistung verschiedener oralen Antidiabetika vom Sulfonylharnstoff-Typ zur
Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2. Alle hier aufgeflihrten Verbindungen wurden in der
Umsetzung mit CYP105A1 untersucht.

Bezeichnung ‘ Generation Strukturformel ‘
Tolbutamid 1

Q,
A\

o
I
~N N/\/\CH3
H H
HyC

oo ¢
2 1
S Ay
HoOH

Chlorpropamid

ClI

Glibenclamid 2
[e]
e 1O
. L
Cl
y
O~cH,
Gliclazid
w 1S
\S\uku/"
HaC
Glipizid
s IO
N/\HkN
)‘\/N "
HaC Z
Glimepirid 3

1.4.2. Vitamin D

Vitamin D, welches auch als ,Sonnenscheinvitamin® bezeichnet wird, zahlt neben den
Vitaminen A, K und E zu den fettléslichen Vitaminen. Der Begriff Vitamin D ist ein
Sammelbegriff fur die Vertreter Cholecalciferol (Vitamin D3) und Ergocalciferol (Vitamin
D,). Wahrend Ergocalciferol in Pilzen synthetisiert wird, wird Cholecalciferol in der Haut
unter Einfluss von UV-B-Strahlung aus dem Vorlaufer 7-Dehydrocholesterol (7-DHC)
gebildet. Prinzipiell handelt es sich bei Vitamin D um eine Vorstufe, die keine Wirkung auf
den Organismus zeigt. Die Modifizierung bis zur aktiven Form verlauft Uber zwei
Hydroxylierungsschritte, die durch Cytochrom P450-Enzyme vollzogen werden. Mithilfe
des Vitamin D-Bindeproteins (DBP) wird das Secosteroid Uber die Blutbahn zur Leber
transportiert [Cooke und Haddad, 1989], wo die erste Hydroxylierung stattfindet. Diese
Hydroxylierung an Position 25 des Molekiils wird vorwiegend durch das mikrosomale
CYP2RA1, aber auch durch CYP27A1, CYP2J2, sowie CYP3A4 realisiert [Schuster, 2011].
Die zweite Hydroxylierung zum aktiven Metaboliten 1a, 25-(OH),-Vitamin D findet

Uberwiegend in der Nierenrinde durch das mitochondriale CYP27B1 statt [Schuster,
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2011]. 1a, 25-(OH),-Vitamin D interagiert dann zusammen mit dem Vitamin D-Rezeptor in
den Zielgeweben auf der Ebene der Genregulation. Die wohl bekannteste Wirkung von
1a, 25-(0OH),-Vitamin D ist die Aktivierung der Synthese von Calbindin. Dadurch werden
die Resorption von Calcium aus dem Darmlumen sowie der Calciumimport in die Knochen
gesteigert. Stérungen im Ablauf dieses Mechanismus, etwa durch Vitamin D-Mangel,
fuhren zu dem Krankheitsbild der Rachitis oder der Osteomalazie [Wellhdner, 1992]. Aber
nicht nur im Mineralhaushalt spielt Vitamin D eine wichtige Rolle. Auch eine
antikanzerogene Wirkung, sowie protektive Effekte gegen Autoimmun- und Herz-
/Kreislauferkrankungen sind beschrieben [Holick, 2008]. Die Inaktivierung der aktiven
Vitamin D-Form erfolgt durch eine Hydroxylierung an Position 24 des 1x,25(0OH),-Vitamin
D3 durch das Cytochrom P450 CYP24A1 [Sakaki et al., 2005].

Die 1a- sowie die 25-Hydroxylaseaktivitdt von CYP105A1 gegenuber Vitamin D wurde
2004 publiziert [Sawada et al., 2004]. Bei Verwendung der CYP105A1-Doppelmutante
CYP105A1 (R84A/R73V) [Hayashi et al.,, 2008], konnte neben der gesteigerten
Hydroxylaseaktivitat eine weitere Hydroxylierung an Position 26 des Vitamin D Molekuls
identifiziert werden [Hayashi et al., 2010]. Diese Verbindung zeigte eine antikanzerogene
Wirkung bei gleichzeitig niedrigem kalzdmischen Effekt [Tanaka et al., 1981].

In der vorliegenden Arbeit sollte die Grundlage zur biotechnologischen Herstellung von
25-OH-Vitamin D gelegt werden. 25-OH-Vitamin D ist die Hauptform des im Korper
zirkulierenden Vitamin D. Dadurch wird es im Rahmen der klinischen Labordiagnostik als
Standard zur Untersuchung des Vitamin D-Status von Patienten verwendet. Bei Patienten
mit Leberzirrhose ist eine Substitution von 25-OH-Vitamin D aufgrund reduzierter 25-
Hydroxylaseaktivitat erforderlich. Die Strukturformeln von Vitamin D3 und Vitamin D, sind
in Abbildung 1.8 dargestellt.

Abbildung 1.8: Strukturformeln von A) Vitamin D3 und B) Vitamin D,
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1.5. Ganzzellbiotransformation

1.5.1. Anforderungen an heterologe, Cytochrom P450-exprimierende

Ganzzellsysteme

Cytochrom P450-Enzyme erfahren aufgrund ihres umfangreichen Spektrums an
interessanten Reaktionen eine stetig wachsende Bedeutung in der Biotechnologie
[Bernhardt, 2006]. Zur Nutzung dieser Reaktionen flir kommerzielle Zwecke werden
haufig Ganzzellbiokatalysatoren verwendet. Bei solchen Ganzellsystemen handelt es sich
meistens um leicht kultivierbare Mikroorganismen, welche als Wirtsorganismus zur
heterologen Expression des gewlnschten Enzyms verwendet werden. Ein
Ganzzellbiokatalysator, der zur Expression heterologer Cytochrom P450-Enzyme
verwendet wird, bendtigt zusatzlich ein kompatibles Elektronentransfersystem. Die
Aufgabe eines solchen Systems besteht darin, die fir die Reaktion bendtigten
Reduktionsaquivalente von einem Elektronendonor (NADPH, NADH) auf das Cytochrom
P450 zu Ubertragen. Demzufolge ist die Bereitstellung kompatibeler Redoxpartner ebenso
bedeutsam wie die Expression des funktionsfahigen, aktiven Cytochrom P450-Enzymen

selbst.

1.5.2. Anforderung niedermolekularer Substrate an die Zellwandbeschaffenheit

Unabhangig von der Bereitstellung der Enzyme stellt der Substratimport in den
Wirtsorganismus eine weitere wesentliche Herausforderung fir den Aufbau eines
Ganzzellbiokatalysators dar. Eine selektive Aufnahme des Substrates lGber einen aktiven
Transportmechanismus ist nicht zu erwarten. Der Transport der Substrate durch die
Membran erfolgt demnach unselektiv mittels einfacher Diffusion. Diese wiederum ist
malfigeblich von den Molekileigenschaften der Substrate [Adam et al., 2003] sowie der
Beschaffenheit der Zellwand potentieller Wirtsorganismen abhangig. So zahit
beispielsweise E. coli zu den am besten charakterisierten Bakterien fir die
molekularbiologische Forschung. Fir eine biotechnologische Anwendung, die einen
Import speziell hydrophober Substrate in das Zytosol voraussetzt, ist E.coli allerdings nur
bedingt geeignet. Die aullere Membran des gram-negativen Mikroorganismus verfiigt
Uber eine Lipopolysaccharidschicht, die gerade fir den Import von hydrophoben
Substanzen eine effektive Barriere darstellt. In der Literatur sind viele Strategien
beschrieben, die darauf abzielen, die Permeabilitdt dieser Selektivitdtsbarriere zu
steigern. Unter anderem wurden dazu Agenzien wie EDTA, synthetische Acylpolyamine,
Rhamnolipid oder das Peptidantibiotikum Polymyxin verwendet [Leive, 1965; Voll und
Leive 1970; Balakrishna et al., 2006; Tsubery et al., 2002]. Sogar ein E.coli-Stamm mit

einem Knockout in der Lipopolysaccharid-Biosynthese wurde publiziert [Ni et al., 2007]. In
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Abbildung 1.9 ist der Aufbau einer gram-negativen und einer gram-positiven Zellwand

miteinander verglichen.
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Abbildung 1.9: Schematischer Vergleich des Aufbaus einer gram-negativen Zellwand mit einer
gram-positiven Zellwand.

Die Abbildung zeigt, dass die Zellwand gram-negativer Mikroorganismen im Vergleich zu
der gram-positiver Mikroorganismen einen deutlich komplizierteren Aufbau besitzt. Neben
der aulReren Membran, an deren Aulenseite die Lipopolysaccharidschicht assoziiert ist,
besitzt die Zellwand gram-negativer Bakterien eine zusatzliche innere Biomembran,
welche das Zytosol von dem periplasmatischen Raum abgrenzt. Demnach missen
Substrate aus dem Kulturmedium die &uBere Zellmembran mit assoziierter
Lipopolysaccharidschicht, den periplasmatischen Raum sowie die innere Zellmembran
passieren, um zu dem zytosolisch exprimierten Enzymsystem zu gelangen. Aus diesem
Grund wurde in der vorliegenden Arbeit das gram-positive Bodenbakterium Bacillus

megaterium als Wirtsorganismus zur heterologen Expression von CYP105A1 ausgewahilt.

1.5.3. Bacillus megaterium

Bei dem Mikroorganismus Bacillus megaterium handelt es sich um ein gram-positives,
unbewegliches Stabchen mit der Fahigkeit zur Sporulation. Das fakultativ aerobe
Bodenbakterium ist durch einen niedrigen GC-Gehalt der DNA charakterisiert. Aufgrund
des bevorzugten pH-Wert Milieus wird Bacillus megaterium zu den neutrophilen
Organismen gezahlt [Madigan, 2002; Schlegel, 1992; Steinblichel und Oppermann-Sanio,
2003]. Wegen der Grolde von 4 x 1,5 uM wurde Bacillus megaterium von De Bary als ,The
big beast” bezeichnet [De Bary, 1884]. Das Volumen von B. megaterium kann bis zu 100
X groRer sein als das von E. coli. Abbildung 1.10 zeigt eine elektronenmikroskopische

Aufnahme von Bacillus megaterium mit E. coli im Grofienvergleich.
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Abbildung 1.10: Elektronenmikroskopische Aufnahme sich teilender Bacillus megaterium-Zellen
(gelb) im Vergleich zu E.coli-Zellen (orange) [Bunk et al., 2010].

In den 1960er Jahren war Bacillus megaterium ,das Modell der Wahl“ fir intensive
Studien flir die Bochemie, der Sporulation sowie Studien mit Bakteriophagen gram-
positiver Bakterien [Bunk et al., 2010].

Aufgrund seiner einfachen Kaultivierbarkeit und der Fahigkeit, viele unterschiedliche
Kohlenstoffquellen nutzen zu kénnen, ist der Mikroorganismus in biotechnologischen
Anwendungen heute bereits sehr gut etabliert [Meinhardt, 1989; Vary, 1994; Vary et al.,
2007]. Ein weiterer Vorteil von Bacillus megaterium ist die hohe Stabilitdt heterolog
exprimierter Proteine, bedingt durch eine geringe intrinsische Proteaseaktivitat [Vary,
1994; Vary et al., 2007]. Im Gegensatz zu vielen gram-negativen Mikroorganismen bildet
Bacillus megaterium auch keine membranassoziierten Endotoxine [Bunk et al., 2010] und
wird zu den GRAS-Organismen (generally regarded as safe) gezahit.

In dieser Arbeit wurde der Bacillus megaterium-Stamm < MS941  zur
Ganzzellbiotransformation der ausgewahlten Substrate verwendet. Bei diesem Stamm
handelt es sich um eine Mutante des plasmidlosen Stammes Bacillus megaterium
DSM319, bei dem die externe Protease nprM deletiert wurde [Wittchen und Meinhardt,
1995; Stahl und Esser, 1983]. Bacillus megaterium MS941 ist durch Plasmide

transformierbar, die durch einen Xylose-Promotor induzierbar sind. Dieser Promotor
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gehort zu den am besten charakterisierten Promotoren kohlenstoffutilisierender Operons
[Rygus and Hillen, 1991].

1.5.4. Cyclodextrine

Viele in der Biotechnologie als Substrate verwendete Verbindungen sind sehr hydrophob.
Der Umgang mit Mikroorganismen oder anderen Ganzzellsystemen erfordert jedoch eine
Kultivierung in einer wassrigen Umgebung, in welcher diese Verbindungen wiederum
ausfallen und demzufolge einer Biotansformation nicht mehr zur Verfugung stehen
wirden. Organische Loésemittel wiederum, die zur Solubilisierung dieser hydrophoben
Verbindungen verwendet werden, zeigen meist einen toxischen Effekt gegeniliber den
verwendeten Ganzzellsystemen [Weber und de Bont, 1996]. Eine Herausforderung
besteht daher in der Vereinigung von Substrat und Biokatalysator unter wassrigen
Kulturbedingungen. Einen sehr guten Kompromiss zur Ld&sungsvermittelung der
hydrophoben Substrate bieten die so genannten Cyclodextrine.

Cyclodextrine sind Verbindungen aus zyklisch angeordneten a-1,4-glykosidisch
verknupften Glukoseeinheiten. Aufgrund der Lange der Oligosaccharide teilt man die
Cyclodextrine in  a-Cyclodextrine (6  Glukoseeinheiten), B-Cyclodextrine (7
Glukoseeinheiten) oder y-Cyclodextrine (8 Glukoseeinheiten) ein. Neben diesen
Basiscylodextrinen a-, B- und y-Cyclodextrin sind mittlerweile viele verschiedene,
substituierte Derivate erhaltlich. Cyclodextrine sind bereits seit Gber 100 Jahren bekannt.
Die Isolierung dieser Verbindungen, die durch den enzymatischen Abbau von Starke
entstehen, geht auf Villiers (1881) zurlck. Die Struktur wurde erstmals von Schardinger
(1903) beschrieben. Daher werden sie in der Literatur manchmal auch als ,Schardinger-
Dextrine“ bezeichnet [Singh et al., 2002].

Die ringformige Anordnung der Cyclodextrine zeigt sich nach aufden polar und besitzt eine
innere hydrophobe Kavitat, in die eine Vielzahl fester, flissiger oder gasférmiger
Substanzen komplexiert werden koénnen [Eastburn und Tao, 1994]. Die
Wechselwirkungen zwischen Wirt- und Gastmolekil beruhen auf Van-der-Waals-Kraften
oder hydrophoben Wechselwirkungen [Loftsson et al., 2005]. Durch ihre Eigenschaft,
hydrophobe Molekile reversibel zu komplexieren, sind Cyclodextrine mittlerweile in vielen
Industriezweigen etabliert. Neben der pharmazeutischen Industrie, in der Cyclodextrine
zur Erhéhung der Bioverfligbarkeit lipophiler Arzneimittel eingesetzt werden [Loftsson and
Brewster, 2010], finden sie Anwendung im Bereich der kosmetischen Industrie, der
Lebensmittelindustrie, der Textilindustrie sowie im Umweltschutz [Singh et al., 2002]. Fur
Studien im Zusammenhang mit Enzymen eignen sich Cyclodextrine ebenfalls sehr gut, da
sie die zu untersuchenden Enzyme weder denaturieren noch deren kinetische Parameter

beeinflussen [Harper et al., 2000]. Dartber hinaus konnen Cyclodextrine sogar als
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kunstliche Chaperone zur Unterstitzung der Proteinfaltung eingesetzt werden [Harper et
al., 2000]. Die Trennung von Enantiomeren stellt eine weitere wichtige Anwendung von
Cyclodextrinen dar. Besonders durch den ,Contergan-Skandal® in den 1960er Jahren ist
die Bedeutsamkeit einer Enantiomertrennung nachvollziehbar. Bei dem Schlafmittel
Contergan (Thalidomid) zeigte die R-Form eine hochgradig teratogene Wirkung, was bei
Feten in utero zu starken Missbildungen flhrte.

Abbildung 1.11 zeigt die Strukturformel des in der vorliegenden Arbeit Uberwiegend
eingesetzten Hydroxypropyl-B-Cyclodextrins (HP-beta-CD). Dieses Cyclodextrin besitzt
einen geringen Substitutionsgrad und zeichnet sich durch sehr gute komplexierende
Eigenschaften bei einer gleichzeitig geringen Oberflachenaktivitat aus [Challa et al.,
2005].
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Abbildung 1.11: Strukturformel eines Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin-Molekls (HP-beta-CD).
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1.5.5. Saponine

Neben der Erhéhung der Bioverfligbarkeit hydrophober Verbindungen besteht zusatzlich
die  Moglichkeit, die  Produktbildung durch  unselektive  Steigerung  der
Membranpermeabilitdt des Wirtsorganismus fiir das verwendete Substrat zu erhdhen. Die
zur Permeabilisierung von Membranen verwendbaren Reagentien lassen sich in zwei
Klassen einteilen. Bei der ersten Klasse handelt es sich um organische Lésemittel wie
Methanol oder Aceton. Die Permeabilitdtssteigerung wird in diesem Fall durch die
Eigenschaft, Lipide aus Membranen zu lésen erzielt. Die zweite Klasse beinhaltet so
genannte oberflachenaktive Substanzen wie Tween, Triton X, Rhamnolipid oder Saponin.
In der Klasse der oberflachenaktiven Substanzen hat sich gezeigt, dass die natlrlich
vorkommenden Vertreter wie Rhamnolipide und Saponine zu den effektivsten
permeabilisierenden Substanzen zahlen [Kaczorek und Olszanowski, 2010].

Saponine, die hauptsachlich pflanzlichen Ursprungs sind, werden auch von einigen
niederen Meerestieren und Bakterien gebildet. Wahrend die Funktion in Pflanzen noch
nicht vollstandig geklart ist, wird unter anderem eine antimykotische, antivirale,
molluszidale, zytostatische, immunstimmulierende und eine glukokorticoidale Wirkung
diskutiert [Francis et al., 2002]. Sogar ein hypoglykéamischer Effekt von Saponinen ist in
der Literatur beschrieben [Petit et al., 1993].

Aufgrund ihrer Chemie zahlen Saponine zu den oberflichenaktiven Glykosiden. Der
hydrophobe Anteil des Saponins wird als Sapogenin oder Aglycon bezeichnet. Das
Sapogenin liegt entweder in triterpenoider oder in steroidalerer Grundform vor (Abbildung
1.12).

A HaC B H;C CHj

CH
CH, s

Abbildung 1.12: Sapogenin-Grundstrukturen A) steroidale Grundstruktur B) triterpenoide
Grundstruktur, R' und R® bezeichnen Zuckerreste, die mit den Sapogenin-Strukturen verbunden
sind, wobei R' # R? (nach [Francis et al., 2002]).

Das Aglycon-Grundgertst ist glykosidisch mit einem oder mehreren verschiedenen
Zuckeresten, dem polaren Anteil des Saponins verknlpft. Saponine, die lediglich einen

Zuckerrest am C3-Atom enthalten, werden als monodesmosidisch bezeichnet. Befinden
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sich noch zusatzliche Zuckerreste an den C26- und C28-Atomen, wird das entsprechende
Saponin als bidesmosidisch bezeichnet. Die Zuckerreste sind Uberwiegend aus Glukose,
Galaktose, Rhamnose, Xylose sowie Glukoronsdure oder Methylpentose aufgebaut
[Francis et al., 2002]. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Quillaja-Saponin, welches
einen Sapogenin-Gehalt von 20-35 % aufweist, handelt es sich um eine bidesmosidische
Verbindung mit triterpenoidem Grundgerist. Das sich am C3-Atom befindliche
Zuckergerlst besteht aus Glukoronsaure, Galaktose und Xylose. Der Zweite Zuckerrest
setzt sich aus Fucose, Rhamnose, Xylose, und Apiose zusammen [Mitra und Dungan,
2001].

Ein Mechanismus zur Beschreibung des Saponin-Effekts an eukaryotischen
Biomembranen wurde von Armah und Mitarbeitern 1999 vorgeschlagen [Armah et al.,
1999]. Demnach interagiert Saponin mit dem Cholesterol eukaryotischer Biomembranen.
Diese Interaktion resultiert Gber die Aggregation der Cholesterol-Saponin-Komplexe tber
die hydrophilen Anteile des Saponins in einer Porenbildung. Diese Poren erleichtern den
unselektiven Durchtritt niedermolekularer Verbindungen in das Zytosol des
Biokatalysators. Der Mechanismus des Saponin-Effekts an Biomembranen ist

schematisch in Abbildung 1.13 erlautert.
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Abbildung1.13: Mechanismus der Saponin-induzierten Porenbildung an Biomembranen
(verandert nach [Armah et al., 1999]). Das Saponin-Molekill inkorporiert mit dem hydrophoben
Anteil in die Membran und assoziiert mit dem membranstandigen Cholesterol (A), gefolgt von einer
Aggregation der Cholesterol-Saponin-Komplexe Uber die hydrophilen Saponin-Anteile (B). Diese
Aggregation resultiert in einer Porenbildung (C).

1.5.6. Batch-Kultivierung

Die Art der Kultivierungsmethode von Mikroorganismen ist abhangig von der individuellen
Fragestellung. In der vorliegenden Arbeit sollte ein System zur kommerziellen Anwendung
fur eine Bereitstellung von 25-OH-Vitamin D sowie interessanter Sulfonylharnstoff-
Derivate entwickelt werden. Zur Bearbeitung einer derartigen Fragestellung ist eine
Kultivierungsmethode besonders geeignet, die einen hohen experimentellen Durchsatz in
geringem Kulturmalistab erlaubt und dadurch auch schnell viele Informationen Uber
Optimierungsfortschritte des Systems liefert. Demzufolge wurden alle Experimente
mithilfe der so genannten Batch-Kultivierungsmethode durchgeflihrt. Unter der Batch-

Methode wird ein diskontinuierliches Verfahren verstanden, bei dem die Zellen in einem
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geschlossenen System mit einem definierten Nahrstoffangebot kultiviert werden [Richter,
2003].

1.6. Aufgabenstellung

Cytochrome P450 katalysieren stereo - und regiospezifische Hydroxylierungen von nicht
aktivierten Kohlenwasserstoffen und sind in dieser Eigenschaft der chemischen Synthese
weit Uberlegen. Daraus resultiert ein stetig wachsendes Interesse der Biotechnologie an
dieser Enzymklasse. In der vorliegenden Arbeit sollte das bakterielle Cytochrom P450
CYP105A1 aus Streptomyces griseolus zur Entwicklung einer kommerziell nutzbaren
Herstellung interessanter Derivate herangezogen werden. CYP105A1 wurde urspriinglich
im Zusammenhang mit der Inaktivierung von Sulfonylharnstoff-Herbiziden entdeckt
[O'Keefe et al., 1988]. Neben der Anwendung als Herbizide wird die Verbindungsklasse
zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 eingesetzt. Mit den auf Sulfonylharnstoffen
basierenden Wirkstoffen oraler Antidiabetika wurde eine Umsetzung mit CYP105A1
bislang nicht untersucht. Zunachst sollten die beiden fir eine Umsetzung mit CYP105A1
am besten geeigneten Sulfonylharnstoff-Verbindungen aus einer Auswahl gangiger
Arzneimittelwirkstoffe mithilfe bioinformatischer Methoden identifiziert werden mit dem
Ziel, die kinetischen Eigenschaften zu bestimmen und die Hauptprodukte der Reaktionen
via NMR aufzuklaren. Im Hinblick auf eine biotechnologische Produktion interessanter
Metabolite dieser Wirkstoffe sollte ein CYP105A1-exprimierendes Ganzzellsystem
generiert werden.

Zusatzlich sollte im Rahmen eines BMBF-Projektes dieses Ganzzellsystem zur
Bereitstellung des hydroxylierten Vitamin Ds-Derivates, 25-OH-Vitamin D;, genutzt
werden. Die Hydroxylaseaktivitdt des CYP105A1 gegenuber Vitamin D wurde 2004
publiziert [Sawada et al., 2004]. Basierend auf der Kristallstruktur des Enzyms [Suigimoto
et al.,, 2008] wurde eine Mutante des CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V) mit
gesteigerter Vitamin D 25-Hydroxylaseaktivitat generiert [Hayashi et al., 2008]. Als
Wirtsorganismus zum Aufbau des Ganzzellsystems sollte das gram-positive Eubakterium
Bacillus megaterium MS941 fiir die heterologe Expression von CYP105A1, sowie der
verbesserten CYP105A1-Doppelmutante  CYP105A1 (R84A/R73V) herangezogen
werden. Die geeigneten Kultivierungsbedingungen sollten in einem Batch-Kulturverfahren
ermittelt werden.

Sowohl Sulfonylharnstoffe - vor allem aber Vitamin D - stellen aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften eine grolke Herausforderung fir eine Anwendung in wassrigem
Kulturmilieu dar. Daher sollten die Aspekte der Bioverfiigbarkeit und der Permeabilitat der

Substrate bei der Etablierung mit einbezogen werden.
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Das homologe Redoxsystem aus dem Ursprungsorganismus Streptomyces griseolus ist
bislang nicht vollstandig charakterisiert und das gangige Elektronentransfersystem fur in
vitro Reaktionen mit CYP105A1 sind ein Ferredoxin und eine NADPH-abhangige
Ferredoxin-Reduktase aus den Chloroplasten von Spinacia oleracea. Im Rahmen dieser
Arbeit sollte nach einem alternativen Elektronentransfersystem gesucht werden, um das
kommerziell erhaltliche Spinat-System fur in vitro- und in vivo-Reaktionen mit CYP105A1
bzw. CYP105A1(R84A/R73V) zu ersetzen.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Chemikalien

Tabelle 2.1: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Substanz

Hersteller/ Vertrieb

Acetonitril, HPLC grade

VWR

Acrylamid/Bisacrylamid

National Diagnostics

Agarose Biozym
5-Aminolavulinsdure-hydrochlorid Fluka
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma Aldrich
Ampicillin Serva

bovines Serumalbumin (BSA)

New England Biolabs

Brilliant Blue G Sigma Aldrich
Bromphenolblau Appligene
CaCl2 zChL
Chloramphenicol Roth
Chloroform, HPLC grade Sigma Aldrich
4-Chloro-2-naphtol Acros Organics
D(+)-Glukose Roth
Dextrose Sigma Aldrich
Dikaliumhydrogenphosphat VWR
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
Essigsaure 100% zChL
Ethanol, HPLC grade Sigma Aldrich
Ethylacetat Sigma Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure, di-Natriumsalz (EDTA) Roth

Gelred Nucleic acid Gel stain 10000x VWR
Glibenclamid Sigma Aldrich
Gliclazid Sigma Aldrich
Glimepirid Sigma Aldrich
Glipizide Sigma Aldrich
Glukose-6-Phosphat Roche

Glycin VWR
Glycerin zChL
Imidazol Merck
Immersions Ol ne23 = 1,518 Leica

Isopropanol

Acros Organics

Isopropyl-B-D-thio-galactopyranosid (IPTG)

Acros Organics
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Kaliumchlorid VWR
Kaliumdihydrogenphosphat Grussing
Kaliumhydroxid zChL
Kaliumsulfat zChL
Kohlenstoffmonoxid Messer Griesheim
Magnesiumchlorid Sigma Aldrich
Magnesiumsulfat Merck
B-Mercaptoethanol Sigma Aldrich
Methanol, HPLC grade Sigma Aldrich
Methanol 99% zChL
Magermilchpulver Frema

MOPS Roth
N,N,N",N",-Tetramethylendiamin (TEMED) Roth

NAD" Gerbu

NADH Gerbu
NADP* Gerbu
NADPH Gerbu
Natriumchlorid MP Biomedicals
Natriumdesoxycholat Serva
Natriumdithionit Fluka
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck
Natriumhydroxid Merck
Ninhydrin-Farbereagenz nach Stahl Sigma Aldrich
PCR-dNTP-Mix Q-Biogene
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Serva

Protein Marker peqGold PEQLAB
Saponin von Quillaja saponaria Sigma Aldrich
Smartladder DNA Marker Eurogentec

Stickstoff Messer Griesheim
Tetracyclin Roth
Tris-hydrochlorid (Tris) Roth
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-hydrochlorid (Tris-Cl) Roth

Tween 20 Merck

Tween 80 Merck

Vitamin Dj Sigma Aldrich
25-OH-Vitamin Ds Sigma Aldrich
Wasserstoffperoxid 30% Fluka

Xylose Sigma Aldrich
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Tabelle 2.2: Ubersicht tiber die verwendeten Cyclodextrinderivate

Cyclodextrinderivat

Hersteller/Vertrieb

a-Cyclodextrin Sigma Aldrich
B-Cyclodextrin Sigma Aldrich
B-Hydroxypropyl-Cyclodextrin (HP-beta-CD) Sigma Aldrich

RAMEB (randomly methylated B-Cyclodextrin)

AK Prof. Dr. G. Wenz, Institut fur
Makromolekulare Chemie, Universitat

des Saarlandes

y-Cyclodextrin

Sigma Aldrich

2.1.2. Restriktionsendonukleasen, Enzyme und Antikorper

Tabelle 2.3: Ubersicht tiber verwendete Restriktionsendonukleasen und andere Enzyme

Enzym Hersteller/ Vertrieb
BamHI New England Biolabs
BsRGl New England Biolabs
EcoRl New England Biolabs
Kpnl-HF New England Biolabs
Miul New England Biolabs
Ncol New England Biolabs
Ndel New England Biolabs
Sacl-HF New England Biolabs
Spel New England Biolabs
Sphl-HF New England Biolabs
Phusion-DNA-Polymerase New England Biolabs / Finnzymes
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase Roche
Alkohol-Dehydrogenase Roche
DNAsel Roche
Lysozym Serva
T4-Ligase Epicentre Biotechnologies

Tabelle 2.4: Ubersicht tiber verwendete polyklonale Antikérper

Antikorper

Hersteller/ Vertrieb

Kaninchen Anti-CYP105A1

Charles River

Kaninchen-Anti-Arh1

Charles River

Kaninchen-Anti-Etp1™

Charles River

Schaf-Anti-Kaninchen

Dako Denmark
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2.1.3. Kits

Tabelle 2.5: Ubersicht iiber verwendete Kits

Kit

Hersteller/ Vertrieb

Nucleobond AX Plasmid-Midiprep-Kit

Macherey & Nagel

Nucleospin Plasmid Quick Pure

Macherey & Nagel

Nucleospin Extract Il

Macherey & Nagel

Blunt End TOPOcloning Kit

Invitrogen

T4 Fast-Link™ DNA Ligation Kit

Epicentre Biotechnologies

2.1.4. Synthesegene und Primer

Tabelle 2.6: Ubersicht tber die fiir diese Arbeit synthetisierten Gene

Gen codon usage Adaption Synthese Firma
CYP105A1 E.coli Entelechon
CYP105A1(R73V/R84A) B.megaterium Geneart

Etp1" (518-612) B.megaterium Geneart

Arh1 B.megaterium Geneart

Tabelle 2.7: Ubersicht tiber die verwendeten PCR- und Sequenzier-Primer

Primer Bezeichnung

Sequenz (5’- 3’)

CYP105 for

GCGCGCCCATGGCCGACACTGCGACCACT

CYP105 His rev

GCGCGCAAGCTTGGATCCTTAGTGATGGTGATGG
TGATGCCACGTCACCGGCAGTTCACA

CYP105 rev

GCGCGCAAGCTTGGATCCTTACCACGTCAC

AB105Ncofor

CCAGTACCG TCAATG GTC ATC TGC

105 B.meg reversion for

TCTAATCGTACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTCG
TTTCGAAGCTGTACGTGAATCTCCTCAAGCTTTT

105 B.meg reversion rev

AAAAGCTTGAGGAGATTCACGTACAGCTTCGAAAC
GAGGAGATGTAGCAGGAAAATTATCATCCGTACGA
TTAGA

105 DM B.meg Ncol for

GCGCGCCATGGCAGATACAGCTACA

105 DM B.meg Pstl His rev

CGCGCTGCAGTTAGTGATGGTGAGTGTGATGCCATGTTAC
AGGTAATTC

105 B.meg geneart for

GCGCACTAGTAAATCAAGGAGGTGAATATACAATGACAGA
TACAGCTACAACA

105 B.meg geneart rev

GCGCACGCGTTTATTACCATGTTACAGGTAATTC

Etp1saci1extended for

CGCGCGAGCTCTGTACAAATCAAGGAGGTGAATGTACAAT
GGGTACAGGTATCAAAGTTTTTTTC

Etp1 B.meg rev

GCGCGCATGCTTAAGGAATTCGTAC
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Arh_BM_a (for)

ACATCTTCACCTGTAGTCGGC

GGTACCAAATCAAGGAGGTGAATATACAATGTCTACACAA

Arh_BM b (rev)

GAGCTCATTTTTTACCGGGATATATTAGTTTAATC

MCS Bmeg for

GCTAGCTGATGGATAAACTTG

MCS Bmeg rev

GCAAGAATTAATTAGCTCCAATTC

2.1.5. Bakterienstamme

Tabelle 2.8: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstamme

E.coli Genotyp Referenz
E.coli JM 109 e14” (McrA’) recA1 gyrA96 thil hsdR17 | Stratagene,
(ke M) supE44 relAl) (lac-proAB) [Sambrook und
[F’ traD36 proAB lacl'Z M15]E7#9 Russel, 2001]
E.coli BL21 E. coli B F- dcm ompT hsdS(rg- mg-) gal | Stratagene
[malBJ12(A°)
E.coli Top10 F~ F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen
®80lacZAM15 AlacX74 recA1 araA139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str?)
endA1 mipG
B.megaterium Genotyp Referenz

B.megaterium MS941

AnprM

[Wittchen et al., 1995]

2.1.6. Saulenmatrices

Tabelle 2.9: Ubersicht iiber die verwendeten Saulenmaterialien

Saulenmaterial

Hersteller

Source Q 30

GE Healthcare

Talon® Metal Affinity Resin

Clontech

Superdex 200 prep grade

Pharmacia Biotech

HPLC-Saule RP 18 Nucleodur 18 C Macherey & Nagel

Kieselgel 60 (35— 70 uM)

zChL
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2.1.7. Puffer, Medien, Gele und Lésungen

Tabelle 2.10: Ubersicht Uber die verwendeten gangigen
Mediumkomponenten zur Kultivierung von Bakterien

Komplex-Nahrmedien und

Medium Hersteller/ Vertrieb
LB Difco
Trypton Difco
Hefeextrakt Difco
Hefeextrakt Fluka
Antibiotic Medium 3 Difco
Bacto Casamino-Acids Difco
Agar-Agar Roth

Tabelle 2.11: Ubersicht tiber die verwendeten zusammengesetzten allgemeinen Kulturmedien

Medien Bestandteile Menge/Konzentration
SOC Bacto Trypton 20g
Hefeextrakt 59
KCI 2,5 mM
MgCl, 10 mM
MgSO, 10 mM
NaCl 10 mM
Glukose 20 mM
dH,0 ad 1000 ml
B Trypton 129
Hefeextrakt 24 g
Glycerin 4 mi
1 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 100 ml
dH,O ad 1000 ml
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Tabelle 2.12: Ubersicht tiber die Medien und Lésungen zur Transformation von B.megaterium

Medien Bestandteile Menge/Konzentration
Antibiotic-Medium 3 Rinderextrakt 1,59
Hefeextrakt (Fluka) 1,59
Pepton 59
Dextrose 19
NaCl 359
Dikaliumphosphat 3,68 ¢
Monokaliumphosphat 1,32 ¢g
2 x SMM-L6sung pH 6,8 Maleinsaure 1,16 g (0,04 M)
NaOH 0,8 g (0,08 M)
MgCl; x 6H,0 2,03 g (0,04 M)
Saccharose 85,58 g (1 M)
dH,O ad 250 ml
SMMP 2 x Antibiotic 3 Medium 25 ml
2 x SMM 25 ml
PEG-P PEG-6000 209
1 x SMM ad 50 ml
CR5-Topagar Lésung A Saccharose 51,59
pH 7,3 MOPS 325¢g
NaOH 0,3g
dH,O ad 250 ml
CR5-Topagar Lésung B Agar 29
Casamino Acids 019
Hefeextrakt 54
dH,O 142,5 ml
8 x CRS5 Salze Kaliumsulfat 1,259
MgCl, x 6H,0 509
Kaliumdihydrogenphosphat 0,25¢
Kalziumchlorid 1149
dH,O 625 mi
12 % Prolin Prolin 39
dH,O ad 25 ml
20 % Glukose Glukose 2049
dH,O ad 100 ml
CR5-Topagar CR5-Topagar Lésung A 1,75 mi
CR5-Topagar Lésung B 1ml
CR5-Salze 346 pl
12 % Prolin 175 ul
20 % Glukose 175 ul
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Tabelle 2.13: Ubersicht tiber die verwendeten Puffer und Lésungen zur SDS-PAGE

Puffer-Bezeichnung Bestandteile Menge/Konzentration
SDS-Probenpuffer Tris-HCI, pH 6,8 375 mM
B-Mercaptoethanol 5%
Natriumdodecylsulfat 6 %
Bromphenolblau 0,03 %
Glycerin 30 %
4 x Lower-Tris-Puffer Tris-HCI, pH 8,8 1,5M
Natriumdodecylsulfat 4 %
4 x Upper-Tris-Puffer Tris HCI, pH 6,8 05M
Natriumdodecylsulfat 4 %
Trenngel (15 %) 4x Lower-Tris Puffer 3,75 ml
30 % Acrylamid/ Bisacrylamid 7,50 ml
10 % Amoniumpersulfat 75 pl
TEMED 7,5 ul
dH,0 ad 15 ml
Sammelgel (10 %) 4x Upper-Tris Puffer 2,50 ml
30 % Acrylamid/ Bisacrylamid 1,60 ml
10 % Amoniumpersulfat 50 pl
TEMED 5 pl
dH,O ad 10 ml
SDS-Elektrophoresepuffer Tris-HCI, pH 8,3 25 mM
Natriumdodecylsulfat 0,1 %
Glycin 250 mM
Coomassie-Farbelésung Brilliant blue G 0,1 %
Methanol 50 %
Essigsaure 10 %
Coomassie-Entfarbelésung Methanol 10 %
Essigsaure 10 %
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Tabelle 2.14: Ubersicht tiber die verwendeten Puffer und Lésungen zur Western-Blot-Analyse

Puffer-Bezeichnung Bestandteile Menge/Konzentration
Transferpuffer Glycin 39 mM
Tris/Cl pH 8,3 48 mM
SDS 0,038 %
Methanol 20 %
TBS-Puffer Tris-Base, pH 7,5 50 mM
NaCl 200 mM
Tween 20 0,1 %
PBS-Puffer KPP-Puffer, pH 7,4 10 mM
NacCl 150 mM
Blocking-L6sung (3 %) TBS-Puffer 30 ml
Magermilchpulver 19
PBS-Farbelosung PBS-Puffer 25 ml
4-Chloro-1-Napthtol 6 mg
H,0, 30 % 10 pl

Tabelle 2.15: Ubersicht liber die verwendeten Puffer und Lésungen zur Agarosegelelektroporese

Puffer-Bezeichnung Bestandteile Menge/Konzentration
10 x TBE-Puffer Tris-Base 1340 mM
Borsaure 450 mM
EDTA 25 mM
dH,0 ad 1000 ml
Gelladepuffer Bromphenolblau 2,5mg
Xylen-Zyanol 2,5mg
Glycerin 300 pl
dH,0 ad 1000 pl
Agarosegel (1 %) Agarose 10¢
dH,0 ad 1000 ml

38




Material und Methoden

Tabelle 2.16: Ubersicht tiber die verwendeten Puffer und Lésungen zur Proteinchromatographie

Puffer-Bezeichnung Bestandteile Menge/Konzentration
Lysepuffer B. megaterium (A) Tris/HCI pH 8 100 mM
EDTA 20 mM
Lysozym 5 mg/ml
Lysepuffer E. coli (B) KPP pH 8 50 mM
EDTA 1 mM
Natriumchlorid 20 mM
DTE 0,1 mM
Anionen- KPP pH 8 50 mM
austauschchromatographie- EDTA 1mM
Elutionspuffer (C) Natriumchlorid 300 mM
Gelfiltrationspuffer (D) KPP pH 7,4 10 mM
Glycerol 20%
IMAC-Lyse/Wasch-Puffer (E) KPP pH 8,0 50 mM
Imidazol 10 mM
Natriumchlorid 300 mM
IMAC-Elutionspuffer (F) KPP pH 8,0 50 mM
Imidazol 150 mM
Natriumchlorid 300 mM

2.1.8. Gerate

Tabelle 2.17: Gerate

Gerat Hersteller/ Vertrieb
Agarosegelelektrophorese Apparatur Gene Power Supply Bio-Rad
ECPS 3000/150
AS 950 Intelligent Sampler HPLC Jasko
Autoklav VX-150 Systec

Brutschrank ,Excella 25*

New Brunwick Scientific

Chromatographieanlage

Pharmacia Biotec LKB GP 10

Detektor HPLC: UV-975 intelligent UV/VIS-detector

Jasco

Eismaschine Ziegra
Elektroporator ,, Easyject Prima“ Equibio
Feinchemikalienwaage SBC-31 Scaltec

Fraktionssammler

Pharmacia Biotech FRAC-100

Gastor GT-103 HPLC Laboc
Geltrockner ,Gel dryer model 583 Bio-Rad
Industriefén Typ 3481 Steinel
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Kihlbad FBC 620

Fischerbrand

Kihlschrank 4°C Electrolux
Kihlschrank —20°C Electrolux
Kihlschrank —80°C Forma Scientific —-86C Freezer Heraeus

Magnetrihrer RCT Basic

IKA Labortechnik

Membran Vakuumpumpe

Vacuubrand GmbH

Molecular Imager ChemiDocTMXRS+

Bio-Rad

Mikrowellengerat Severin 700 Severin
Mikroskop Typ 020-519-010 LB30T Leica
Netzgerat Agarosegelelektrophorese Powerpac 300 Bio-Rad
Netzgerat SDS-Gelelektrophorese ECPS 3000/150 Pharmacia
PCR Thermocycler PeltierThermal Cycler DNA Engine Bio-Rad
pH-Meter 766 Calimatic Knick
Quarzkivetten Hellma
Rotationsverdampfer Rotivapor R-114 Buchi
Sampler HPLC: AS-950 intelligent sampler Jasco
Saulenofen Techlab

Speedvac Univapo 100 H

RS Laborgerate

Spektralphotometer (Zweistrahl)

Shimadzu UV-2101PC

Schittelinkubator innova 4230

New Brunwick Scientific

SDS-Elektrophoresekammer Mighty small Il

Hoefer

Thermomixer 5436

Eppendorf

Tischzentrifuge Picofuge HF-120 und A14

Stratagene; Jouan

UP-980 intelligent HPLC-Pumpe Jasco
Ultraschallgerat Sonopuls Bandelin
Ultraschallbad Sonorex Super RK 510 H Bandelin
Ultrazentrifuge himac CP75p Hitachi
UV/Vis-Spektralphotometer UV2101 PC Shimadzu
Vortex REAX 2000 Heidolph
Waage SBA 62 Scaltec
Waage KB 600-2 Kern
Wasserbad Haake B3 Haake
Wasserbad B-480 Bichi
Western-Bloteinheit Transblot SD Cell Bio-Rad
Western-Blot-Spannungsquelle PowerPac HC Bio-Rad
Zentrifuge J2-21 (Rotor JA 81000) Beckmann
Zentrifugen 2K15, 3K30 (Rotoren: 12153, 19776, 19777) Sigma

Inkubator Excella E 25

New Brunswick Scientific
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2.2. Molekularbiologische Methoden

2.21. PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) geht auf die von Kary B. Mullis entwickelte in vitro-
Methode zur Amplifizierung von DNA-Fragmenten zurlck [Mullis et al., 1986]. In Tabelle
2.18 ist das Pipettierschema eines PCR-Ansatzes zur Amplifizierung der in dieser Arbeit

verwendeten Gene gezeigt.

Tabelle 2.18: Zusammensetzung der PCR-Reaktion

Komponente Konzentration/Menge
DNA-Template 100 ng
Primer for 10 pmol
Primer rev 10 pmol
dNTP-Mix 200 uM
Phusion Puffer HF 5x 10 l
Phusion-Polymerase 1U
dH,O ad 50 pl

95° C 5 min

95° C 1 min

55° C 20s ] 29 x

72° C 1 min

72° C 3 min

4°C (o

Abbildung 2.1: PCR-Programm zur Amplifikation von CYP105A1

Das gezeigte PCR-Programm wurde zur Amplifikation von CYP105A1 und Arh1
verwendet. Zur Amplifikation von Etp1™ (516-618) wurde dieses Programm durch eine

reduzierte Amplifikationszeit von 10 Sekunden abgeandert.

2.2.2. Bestimmung der Plasmid-DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte via Spektralphotometer. Die
Konzentration der DNA wurde Uber das Absorptionsmaximum der Basen bei 260 nm
berechnet. Eine ODy = 1 wurde einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml gleichgesetzt
[Hagemann, 1990].
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2.2.3. Restriktionsverdau

Fir einen Restriktionsverdau wurde eine DNA-Menge von 250 ng und 1 U der
entsprechenden Restriktionsendonukleasen eingesetzt. Die Reaktion wurde nach

Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

2.2.4. Ligation

Die Ligation wurde in einem Thermocycler unter Verwendung des ,T4-Fast-Link™ DNA

Ligation Kit* (Epicentre Biotechnologies) mit folgendem Programm durchgefiihrt:

16° C 15 min
20°C 15 min
70° C 15 min

Abbildung 2.2: Termocycler-Programm der Ligation.

Die Ligationsreaktion wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Uberpriifung
der Ligation wurden elektrokompetente E.coli Top10 F* Zellen mit dem Reaktionsansatz
transformiert und auf dem entsprechenden Selektionsmarker ausplattiert. Einzelne Klone
wurden isoliert, in 2 ml LB-Medium mit dem entsprechenden Antibiotikum UGberimpft und
Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Die Plasmid-DNA wurde via Mini-Praparation isoliert. Nach
der Durchfihrung eines Kontrollverdaus wurde die DNA mittels Agarose-

Gelelektrophorese untersucht.

2.2.5. TOPO-Klonierung

Die TOPO-Klonierung wurde zur Zwischenklonierung von PCR-Amplifikaten verwendet
und wurde mithilfe des ,Blunt End TOPOcloning Kits* nach dem Protokoll des Herstellers
durchgefiihrt.

2.2.6. Mutationsreversion des optimierten Genes CYP105A1 (R84A/R73V)

Zur Bearbeitung der Aufgabenstellung wurde fir die Umsetzung der Sulfonylharnstoffe
der CYP105A1 Wildtyp und fir die Umsetzung von Vitamin D die CYP105A1
(R84A/R73V)-Variante verwendet. Das Gen zur heterologen Expression in Bacillus
megaterium wurde von der Firma Geneart mit den Mutationen R73V und R84A
synthetisiert. Daher wurde eine Reversion der Mutationen fur die Anwendung des
Ganzzellsystems mit den Sulfonylharnstoffen unter Verwendung folgender PCR-Strategie
durchgefihrt (Abbildung 2.3):
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CYP105A1 (R84A/R73V)
I— .

CYP105A1 (R84A/R73V)
i PCR | — 1 &

CYP105A1 (R84A/R73V)

2. PCR — 51 n
o o

CYP105A1 wt
e @

Abbildung 2.3: PCR-Methode zur Reversion der Mutationen R84A/R73V des synthetisierten
CYP105A1 (R84A/R73V) Gens zur heterologen Expression des CYP105A1-Wildtyps in B.
megaterium. Die Mutationen wurden im Zuge der Gensynthese in Anlehnung an die Vitamin D3-
Hydroxylierung eingefuhrt.

In einer 1. PCR-Reaktion wurde der Reverseprimer ,,105 B.meg reversion rev* verwendet,
der beide Informationen fir den Aminosdureaustausch fir die Wildtyp-Reversion
beinhaltete. In Kombination mit dem Vorwartsprimer ,105 B.meg reversion for* wurde ein
Fragment amplifiziert, welches in einem 2. PCR-Schritt als Vorwartsprimer verwendet
wurde. Das amplifizierte Fragment wurde in einen TOPO-Vektor integriert und konnte

durch Sequenzierung als CYP105A1-Wildtyp bestatigt werden.

2.2.7. Klonierung von CYP105A1 (R84A/R73V) fiir in vitro-Studien

Als DNA-Template diente das fir Bacillus megaterium optimierte Synthesegen CYP105A1
(R84A/R73V) (Geneart). Obwohl das Gen im Zuge der Synthese an den GC-Gehalt und
die codon usage von Bacillus megaterium angepasst wurde, wurde es auch zur

Expression in E.coli in den pKKHC-Expressionsvektor [Porter und Larson, 1991] kloniert.

2.2.8. Plasmidpraparation
2.2.8.1. Kultivierung von E.coli Top10 F’ zur Plasmidamplifikation

Eine mit dem gewunschten Plasmid transformierte E.coli Top10 F Kultur (50 ml

Kulturmalistab fur Midi-Praparation bzw. 2-5 ml Kulturmafstab flr Mini-Praparation)
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wurde 8 Stunden bei 37° C und 200 rpm angezogen. AnschlieRend wurde
Chloramphenicol im Verhaltnis 1:1000 zur Kultur gegeben [Sambrook und Russel, 2001].
Bis zur Zellernte wurden die Ansatze weitere 16 Stunden unter den selben Bedingungen
kultiviert. Zur DNA-Praparation wurde das Nucleobond AX Plasmid-Midiprep-Kit der Firma
Macherey & Nagel verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden gemal Hersteller Protokoll
durchgeflhrt.

2.2.8.2. Plasmid-Mini-Praparation aus E.coli-Kulturen

Zur Mini-Praparation wurde das ,Nucleospin Extract Il Kit* (Macherey & Nagel) verwendet.

Alle Arbeitsschritte wurden gemaR Hersteller Protokoll durchgefiihrt.

2.2.8.3. Plasmid-Mini-Praparation aus Bacillus megaterium-Kulturen

Da es sich bei Bacillus megaterium um einen gram-positiven Mikroorganismus handelt,
wurden die Zellen vor der Praparation mit Lysozym behandelt. Dazu wurde eine Lysozym-
Lésung (5 mg/ml) mit dem Lysepuffer (Macherey & Nagel) hergestellt. Der Lyseansatz
wurde 30 Minuten bei 37° C in einem Eppendorfschittelinkubator inkubiert. Alle weiteren

Schritte verliefen analog zu den herkdmmlichen DNA-Praparationen.

2.2.9. DNA-Agarosegelelektrophorese

Zur Herstellung eines 1 %igen Agarosegels wurde 1g Agarose in 100 ml 0,5 x TBE-Puffer
in einer Mikrowelle (600 W) aufgekocht. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:10 mit
Gelladepuffer vermischt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 80 V. Die
Visualisierung der aufgetrennten DNA-Fragmente erfolgte mithilfe des DNA-Farbstoffes
,Gelred Nucleic acid Gel stain 10000x“ und eines UV-Transilluminators. Die Groe der
aufgetrennten DNA-Fragmente wurde anhand eines DNA-Markers (Smart Ladder)

abgeschatzt.

2.2.10. DNA-Sequenzierung

Alle Sequenzierungen der DNA-Konstrukte wurde von der Firma MWG Eurofins
durchgefuhrt. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit der theoretischen Sequenz uber
das Sequenz-Alignment-Programm  BLAST  (http://blast.nbci.nim.nih.gov/Blast.cgi)

verglichen.
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2.3. Mikrobiologische Methoden
2.3.1. Wachstumsmessung von Bakterien

Das bakterielle Wachstum wurde durch Messung der optischen Dichte (OD) bei einer
Wellenlange von A = 600 nm (E.coli) oder A = 578 nm (B. megaterium) [Barg et al. 2005]
in einem Zweistrahlspektralphotometer (UV-2101 PC, Shimadzu) verfolgt. Die zu
untersuchenden Zellsuspensionen bzw. Verdlinnungen dieser Zellsuspensionen wurden

gegen unbeimpftes Nahrmedium als Referenz gemessen.

2.3.2. Transformation von kompetenten Bakterienzellen
2.3.2.1. Transformation elektrokompetenter E.coli Zellen

Zu 25 pl elektrokompetenter E.coli Top10 F’ Zellen (Invitrogen) wurde dialysierte DNA-
Lésung (1 Stunde gegen steriles 10% Glycerin) gegeben. Die Elektroporation erfolgte in
einer 0,1 cm Elektroporationskiivette (PEQLAB) bei einer Spannung von 1800 V mit dem
Elektroporator Easyjekt Prima. Zum Transformationsansatz wurden 500 pl auf 37 °C
vorgewarmtes SOC-Medium hinzugegeben bevor der Ansatz eine Stunde bei 37°C in
einem Thermoschdittler bei 600 rpm inkubiert wurde. 50 pl der Suspension wurden auf

Selektionsagar ausplattiert und Gber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.3.2.2. Transformation von Bacillus megaterium MS941 [Barg et al. 2005]

2.3.2.2.1. Herstellung von Bacillus megaterium Protoplasten

Mit 1 ml einer Bacillus megaterium MS941 Gber Nacht Kultur wurde 50 ml LB-Medium in
einem 300 ml Schikanekolben beimpft und bei 37° C und 250 rpm kultiviert. Bei einer OD
578 nm = 1 wurden die Zellen bei 5000 rpm (Rotor 19776) fir 15 Minuten zentrifugiert. Der
Kulturiiberstand wurde dekantiert und die Zellen in 5 ml SMMP-Medium resuspendiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 100 ul einer sterilfiltrierten Lysozym-Lésung (10 mg/mi
Lysozym in SMMP) mit anschliefiender Inkubation bei 37° C im Brutschrank. Das Stadium
der Protoplastierung wurde alle 5 Minuten mikroskopisch Uberprift. Nachdem ca. 80 %
der Zellen in protoplastiertem Zustand vorlagen, wurde der Ansatz bei 3000 rpom (Rotor
19777) bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und das Pellet in 5 ml
SMMP-Medium resuspendiert. Dieser Waschvorgang wurde einmal wiederholt. Zu dem
Ansatz wurde 750 ul Glycerin (87 %) gegeben. Aliquots von je 500 pl wurden bis zur

Transformation bei — 80°C gelagert.
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2.3.2.2.2. PEG-gesteuerte Transformation von Bacillus megaterium

Zur Protoplasten-Transformation wurde 2,5 ug DNA in 20 yl SMMP-Medium gel6st. Zu
der DNA-L6sung wurde 500 ul Protoplasten-Suspension gegeben. 1,5 ml PEG-P wurde in
einem 15 ml Zentrifugenréhrchen vorgelegt. Die DNA/Protoplasten-Suspension wurde
vorsichtig in die PEG-P-Lésung Uberfiihrt. Der Ansatz wurde gemischt und 2 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Zugabe von 5 ml SMMP-Medium wurde die
Suspension bei 3000 rpm (Rotor 19777) bei Raumtemperatur fir 10 Minuten zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abdekantiert. Das Pellet wurde in 500 pl SMMP-Medium
resuspendiert und in ein 1,5 ml Reaktionsgefa® Uberfihrt. Der Ansatz wurde flr 45
Minuten bei 30° C und dann weitere 45 Minuten unter Schitteln bei 200 rpm inkubiert.

Pro Ansatz wurden 3,5 ml CR5-Topagar vorbereitet, in ein Zentrifugenréhrchen gegeben
und im Wasserbad bei 41°C inkubiert. Der Transformationsansatz wurde in den flussigen
Topagar uberfuhrt und vorsichtig gemischt.

Der Agar mit den Zellen wurde dann auf eine vorgewarmte LB-Platte entleert und verteilt.
Die Platte wurde bei 30 °C Uber Nacht inkubiert. Gewachsene Kolonien wurden erneut auf
LB-Platten ausgestrichen und bei 30 °C Uber Nacht inkubiert. Die Konzentration des
Selektionsmarkers Tetracyclin betrug 10 pug/ml. Einzelne Klone wurden durch eine DNA-
Reisolation mit anschlieBendem Restriktionsverdau auf das Vorhandensein des

gewlnschten DNA-Konstruktes untersucht.

2.3.2.3. Batch-Kultivierung von Bacillus megaterium MS941

Die Kultivierung bei einer Schuttelgeschwindigkeit von 180 rpm wurde in 300 ml
Schikanekolben durchgefuhrt. Mit 500 ul einer entsprechenden B. megaterium MS941
Vorkultur wurde 50 ml Hauptkultur in entsprechendem Nahrmedium (LB/TB) angeimpft.
Allen Kulturen wurde Tetracyclin (10 pg/ml) zugegeben. Die Induktion erfolgte mit 5 mg/ml
Xylose bei einer ODs;s = 0,4. Die Substratzugabe erfolgte nach individuellen

Gesichtspunkten.
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2.4. Proteinbiochemische Methoden

2.4.1. Expression von CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V), Arh1 und Etp1™ (516-
618) in E.coli

Mit 10 ml einer Uber Nacht Vorkultur der entsprechenden Transformanden (Tabelle 2.20)
wurde 1 L Hauptkultur angeimpft. Der Selektionsmarker Ampicillin wurde im Verhaltnis
1:1000 zugegen (100 pg/ml). Die Induktion der Kultur erfolgte bei einer ODgoo nm = 0,9
durch die Zugabe von IPTG in der Endkonzentration von 1 mM. Bei der Expression von
CYP105A1 wurde der Kultur zusatzlich das Ham-Vorlaufermolekul 3-Aminolavulinat in
einer Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben. Die Zellernte nach der Expression
erfolgte durch Zentrifugation bei 4000 g bei 4°C fir 20 Minuten. Der Kulturiiberstand

wurde verworfen und das Bakterienpellet bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Die verwendeten Expressionsplasmide sind in Tabelle 2.19 aufgeflihrt. Die
Expressionsbedingungen der Proteine im Einzelnen sind in Tabelle 2.20
zusammengefasst.
Tabelle 2.19: Expressionsplasmide zur heterologen Expression in E.coli

Protein Plasmidbezeichnung Referenz
CYP105A1 wt pKKHC-CYP105A1 His diese Arbeit
CYP105A1 (R84V/R73V) |pKKHC-CYP105A1 (R84A/R73V) His | diese Arbeit

Arh1
Etp1" (516-618)

pTrc99A-arh1-A18Ghis
pTrc99A- Etp1™ (516-618)

[Ewen et al., 2008]
[Schiffler et al., 2004]

Tabelle 2.20: Expressionsbedingungen der Proteine CYP105A1, CYP105A1(R84A/R73V), Arh1
und Etp1™ (516-618).

Protein Expressions- Expressions- Kolbentyp Medium | Referenz
Temp./-Zeit Wirt

CYP105A1 23-26° C,48h E.coli JM109 | Erlenmeyer LB [Hayashi

wit+R84A/R73V etal,
2008]

Arh1 30°C,72h E.coli JM109 | Schikane B [Ewen et
al., 2008]

Etp1™ (516-618) [37°C, 24 h E.coli BL21 Erlenmeyer LB [Schiffler
etal.,
2004]

Fur die Expression von CYP105A1 sowie der Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V)

wurde in dieser Arbeit abweichend zur Literatur LB-Medium anstelle von TB-Medium

[Sawada et al., 2004] verwendet.
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2.4.2. Praparation rekombinant exprimierter Proteine
2.4.2.1. Enzymatische Lyse von E.coli-Zellen

Der Zellaufschluss zur Praparation der heterolog exprimierten Proteine erfolgte mittels
enzymatischer Lyse. Dazu wurde das Bakterienpellet in 50 ml Lysepuffer resuspendiert.
Nach Zugabe von 1,0 ml PMSF (10 mg/ml geldst in Isopropanol) wurde die Suspension
10 min auf Eis geruhrt. Die Zellwandlyse erfolgte durch Zugabe von Lysozym (5 mg/ml).
AnschlieRend erfolgte die Zugabe von Natriumdesoxycholat (3-5 kl. Spatel in 2 ml
Lysepuffer). Nach der Zugabe von 1 ml DNAse | (2 mg/ml H,O) wurde der Ansatz fir 30
Minuten bei 4°C mit 35.000 g zentrifugiert. Der die Proteine enthaltende Uberstand wurde

zur chromatographischen Reinigung verwendet.

2.4.2.2. IMAC von CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V) und Arh1

Alle Proteinreinigungen wurden bei 4°C mit der Chromatographieanlage Pharmacia Biotec
LKB GP 10 durchgefuhrt.

Zur Reinigung der His-getaggten Proteine CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V) und Arh1
wurde Talon Metal Affinity Resin® (Clontech) als Affinititschromatographie-Matrix
verwendet. Die 15 x 3 cm Saule wurde mit Puffer E aquilibriert und anschlieltend mit der
I6slichen Fraktion der entsprechenden Zelllysate mit der Geschwindigkeit 1 ml/min
beladen. AnschlielRend wurde die Saule mit drei Saulenvolumina Puffer E gewaschen. Die
Elution der His-getaggten Proteine erfolgte durch Imidazol mit Puffer F (1 ml/min). Auch
zur Elution von Arh1 wurde abweichend zur Literatur [Ewen et al., 2008] Imidazol
verwendet. Das Eluat wurde mit einem Fraktionssammler in 3 ml Fraktionen gesammelt.
Die vereinigten Fraktionen von CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V) und Arh1 wurden
mit  Zentrifugenfiltern  (Ausschlussgrélte 30 kD) bei 4500 g fir weitere

chromatographischen Reinigungsschritte auf ein Volumen von 1,5 ml — 2 ml reduziert.

2.4.2.3. Anionenaustauschchromatographie von Etp1™ (516-618)

Zur Praparaton von Etp1® (516-618) aus dem E.coli-Lysat wurde der
Anionenaustauscher Source Q30° als Saulenmatrix verwendet. Die 15 x 3 cm Saule
wurde mit Puffer A aquilibriert. Die Elution, nach dem Spilen der Saule mit dreifachem
Saulenvolumen, erfolgte Uber einen Gradienten mit ansteigender Natriumchlorid-
Konzentration (Tabelle 2.21). Die Flussrate betrug 1 ml/min. Das Eluat wurde in 3 ml
Fraktionen mit einem Fraktionskollektor gesammelt. Die vereinigten Fraktionen von Etp1™
(516-618) wurden mit Zentrifugenfiltern (10 kD) bei 4500 g fir die anschlieRende

Gelfiltrationschromatographie (Vergl. 2.4.2.4) auf ein Volumen von 1,5 ml - 2 ml reduziert.
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Tabelle 2.21: Etp1fd (516-618) Elutionsgradient fiir die Anionenaustauschchromatographie

Elutionsvolumen (ml) Puffer A (%) Puffer B (%)
20 100 0
40 80 20
80 50 50
120 20 80
150 0 100
200 0 100

2.4.2.4. Gelfiltrationschromatographie von CYP105A1, CYP105A1 (R84A/R73V),
Arh1 und Etp1™ (516-618)

Nach der Anreinigung der CYP105A1-Varianten und des Arh1 via
Affinitdtschromatographie, sowie der Anreinigung von Etp1® (516-618) durch
Anionenaustauschchromatographie, wurden die Proteine einer
Gelfiltrationschromatographie unterzogen. Diese Mallnahme diente neben der Erhéhung
des Reinheitsgrades auch der Reduktion des in der Affinitdtschromatographie
verwendeten Imidazols.

Als Saulenmatrix wurde Superdex 200 prep grade® verwendet. Das Saulenmaterial wurde
mit Puffer D &aquilibriert. Die 1 x 80 cm Saule wurde mit den entsprechenden
vorgereinigten, auf maximal 2 ml reduzierten Proteinfraktionen beladen und kontinuierlich
mit Puffer D mit einer Flussrate von 0,2 ml/min gespllt. Die Eluate wurden in 1 ml
Fraktionen gesammelt. Die vereinigten Fraktionen der Proteine wurden mit
Zentrifugenfiltern auf die gewiinschte Konzentration eingestellt. Die gereinigten Proteine

wurden bis zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

2.4.3. UV/VIS-Spektroskopie

Zur Analyse der Reinheit und zur Konzentrationsbestimmung der heterolog exprimierten
Proteine wurde ein UV/Vis-Spektrum in dem Wellenlangenbereich von 700 — 200 nm
aufgenommen. Anhand der jeweiligen charakteristischen Absorptionsmaxima konnte die
Konzentration der Proteine Uber das Lambert-Beersche-Gesetz errechnet werden. Die
molaren Extinktionskoeffizienten ¢ der Proteine sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst (Tabelle 2.22).
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Tabelle 2.22: Molare Extinktionskoeffizienten der untersuchten Proteine.

Protein Extinktionskoeffizient € Referenz
CYP105A1 €47= 110 mM'cm” [Sawada et al., 2004]
CYP105A1 (R84A/R73V) €417= 110 mM'cm” [Hayashi et al., 2008]
Arh1 €450= 11,3 mM'cm” [Ewen et al., 2008]
Etp1™ (516-618) €414= 9,8 mMcm™ [Schiffler et al., 2004]

Durch die Bildung des Quotienten zwischen dem typischen Absorptionsmaximum des
gereinigten Proteins mit dem Absorptionswert bei 276 nm wurde der Reinheitsgrad (Q-

Wert) des Proteins ermittelt.

2.4.4. CO-Differenzspektrum

Der qualitative und quantitative Nachweis von aktivem Cytochrom P450 wurde mit Hilfe
der CO-Differenzspektroskopie durchgefihrt [Omura und Sato, 1964]. Eine Probe der zu
untersuchenden CYP105A1 bzw. CYP105A1 (R84A/R73V) Lésung wurde mit 1 M KP-
Puffer (pH = 7,4) auf 500 pl verdinnt. Nach der Reduktion mit Natriumdithionit wurde die
Loésung auf zwei Quartzkivetten verteilt und im Zweistrahlspektralphotometer eine
Basislinie zwischen den Wellenlangen A = 400 — 500 nm aufgenommen. Die Ldsung einer
Klvette wurde anschlieBend 30 Sekunden mit Kohlenmonoxid begast und gegen die
Lésung der Referenzkiivette vermessen. Anhand des charakteristischen Maximums bei
der Wellenlange von A = 450 nm konnte die Proteinkonzentration mithilfe der
Materialkonstanten ¢ (Tabelle 2.22) Uber das Lambert-Beersche-Gesetz berechnet

werden.

2.4.5. Suche nach alternativen heterologen Redoxpartnern zur Unterstiitzung der
CYP105A1-Reaktion

Zur Etablierung eines alternativen Redoxsystems flr die CYP105A1-Reaktion, wurden
verschiedene Ferredoxine und Ferredoxin-Reduktasen bezlglich ihrer
Reduktionseffizienz von CYP105A1 untersucht. Flir alle Experimente wurde eine
Stoffmenge von 400 pmol CYP105A1 eingesetzt. Zunachst wurde mit dem
Reduktionsmittel Natriumdithionit ein COD-Spektrum von CYP105A1 aufgenommen
(Abbildung 2.4 A). Das resultierende Maximum bei der Wellenlange A = 450 nm wurde als
Referenz auf 100 % festgelegt (= 100% Reduktion). Ziel war es zu untersuchen, mit
welcher Redoxproteinkombination die festgelegte Stoffmenge von 400 pmol des Enzyms

gemal dieser Natriumdithionit-Kontrolle vollstandig reduziert werden kann.
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Dazu wurde Natriumdithionit durch unterschiedliche Kombinationen aus vorhandenen
Ferredoxinen und Reduktasen mit NADPH als Elektronendonor ersetzt (Abbildung 2.4 B).
Nach der Inkubation von CYP105A1 mit den entsprechenden Redoxproteinen und
NADPH (100 pM), wurden die Proben mit Kohlenmonoxid begast und die P450-
Komplexbildung via Spektralphotometer verfolgt. Das anfangliche, willkirlich festgesetzte
Verhaltnis der Redoxpartner in diesem Test betrug 1:10:0,3 (CYP:Fdx:FdR).

Alle Experimente wurden in einem 50 mM KP-Puffer mit 0,5% Tween 20 (pH=7,4)
durchgefuhrt. Fur die Natriumdithinonit-Kontrolle wurde ein 1 M KP-Puffer (pH=7,4)

verwendet.

A
Natriumdithionit >[ CYP105A1 ]

B

vorn W o I o MDD

Abbildung 2.4: Schematischer experimenteller Aufbau zur Suche nach alternativen heterologen
Redoxpartnern zur Unterstitzung der CYP105A1-Reaktion. A) Chemische Reduktion des
CYP105A1 durch Natriumdithionit, B) Enzymatische Reduktion des CYP105A1 durch
unterschiedlich zusammengesetzte Redoxproteine mit NADPH als Elektronenquelle.

2.4.6. SDS-PAGE

Zur Proteinanalytik wurde eine diskontinuierliche Elektrophorese nach Laemmli
durchgefiihrt [Laemmli, 1970]. Die Proteinproben wurden mit 2 x SDS-Gel-Ladepuffer
gemischt und 5 Minuten in einem Wasserbad gekocht.

Die Elektrophorese wurde mit einer Stromstarke von 10 mA durchgefiihrt. Die Farbung
erfolgte 60 Minuten in Coomasie-Farbelosung (0,1% Brilliant blue G, 50% Methanol und
10% Essigsaure) auf einem Taumelschuttler. Die Visualisierung der Proteinbanden
erfolgte mit Entfarbelésung (10% Eisessig, 45% Methanol, 45% dH,0O). Die
Molekulargewichte der aufgetrennten Proteine wurden anhand eines Proteinmarkers
(Protein Marker peqGold PEQLAB) abgeschatzt. Der Proteinmarker ist im Anhang

erlautert.
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2.4.7. Western-Blot-Analyse der heterolog exprimierten Proteine in Bacillus

megaterium

Zur Western-Blot-Analyse der heterolog exprimierten Proteine CYP105A1, Arh1 und
Etp1™ (516-618) wurden definierte Volumina der zu untersuchenden B. megaterium-
Kulturen auf die OD 575 o = 1 eingestellt und bei 6000 rpm fir 10 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde dekantiert, das Pellet in 2 ml Lysepuffer A resuspendiert und fir 30
Minuten bei 37° C inkubiert. Das resultierende Lysat wurde bei 14000 rpm fiir 30 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in 2 x SDS-Probenpuffer aufgenommen und via SDS-
PAGE aufgetrennt. Das SDS-Gel wurde zusammen mit der Nitrozellulose-Blotmembran
15 min in Transferpuffer inkubiert. Anschlieend erfolgte der Blot bei 10 V; 0,12 A und 2W
fur 40 min. Die Blockierung unspezifischer Bindestellen wurde Uber Nacht mit 1 g
Milchpulver in 30 ml TBS-Puffer auf einem Taumelschittler durchgefiihrt. Nach
zweimaligem Waschen der Membran in TBS-Puffer wurde die Membran mit dem
entsprechenden Primarantikorper (1:1000) in TBS-Puffer fir 2 Stunden inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit TBS-Puffer erfolgte die Zugabe des sekundaren Antikérpers
im Verhaltnis 1:500. Bei diesem handelte sich um einen mit Meerrettichperoxydase
gekoppelten Schaf-anti-Kaninchen Antikérper. Nach Inkubation fir 1 Stunde und
zweimaligem Waschen der Membran mit PBS-Puffer wurde die kolorimetrische
Farbereaktion der markierten Proteinbanden durch Zugabe von 4-Chlor-1-Naphtol (6 mg
gel6st in 2 ml Ethanol) und 10 pl H,O; initiiert.
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2.5. Umsetzungsanalysen, Substratsolubilisierungen und Praparation der Haupt-

produkte aus den Ganzzellumsetzungen

2.5.1. In vitro-Reaktionen

Die an der in vitro-Umsetzung beteiligten Komponenten sowie deren eingesetzten

Konzentrationen sind in Tabelle 2.23 aufgelistet.

Tabelle 2.23: Reaktionsbestandteile der in vitro-Umsetzungen mit CYP105A1 und CYP105A1

(R84A/R73V).
Reaktionskomponente Konzentration
CYP105A1/ CYP105A1 (R84A/R73V) 1 uM
Etp1" (516-618) 20 uM
Arh1 3 uM
Substrat 50-500 uM
MgCl, x 6H,0 1 mM
NADPH, NADP*,NADH 1 mM
Glukose-6-Phosphat Dehydrogenase 1U
Glukose-6-Phosphat 5 mM
Katalase 0,25U
KP-Puffer pH 7,4, 50 mM, 0,5% Tween 20 ad 250 pl

Alle in vitro-Reaktionen wurden bei 30°C in einem Eppendorfschittler bei 900 rpm
durchgefuhrt. Die Reaktionen der Sulfonylharnstoffe wurden nach individuellen
Zeitpunkten gestoppt und mit dem dreifachen Volumen Ethylacetat extrahiert. Die
Extraktion von Vitamin D; und Metaboliten erfolgte mit dem vierfachen Volumen
Chloroform/Methanol (3:1) [Sawada et al., 2004, Hayashi et al., 2010]. Nach der
Entfernung des Losemittels mithilfe eines Rotationsverdampfers wurden die Analyte in

100 ul des entsprechenden Laufmittels (Tabelle 2.24) aufgenommen.
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2.5.2. HPLC-Analyse

Als stationare Phase wurde eine RP-Nucleodur 18 C Saule der Firma Macherey & Nagel
verwendet. Um den Einfluss duRerer Temperaturschwankungen auf die Messungen zu
umgehen, wurde die Saule vor den Messungen auf 40°C vorgeheizt. Die Flussrate bei der
HPLC-Analyse betrug 1,0 ml/min. Es wurden jeweils 10 yl Probenvolumen injiziert. Die
Laufmittelzusammensetzung zur Analyse der jeweiligen Verbindungen ist in Tabelle 2.24

zusammengefasst.

Tabelle 2.24: Absorptionsmaxima und Laufmittelzusammensetzung der untersuchten Substrate

Substrat Amax (nm) Laufmittelzusammensetzung
Vitamin Dj 265 Acetonitril:Wasser 91:9
Glibenclamid 230 Acetonitril:Wasser 40:60 + 0,05% H3;PO,
Glimepirid 230 Acetonitril:Wasser 43:57 + 0,05% H3;PO,
Tolbutamid 230 Acetonitril:Wasser 30:70 + 0,05% H3;PO,
Gliclacid 230 Acetonitril:Wasser 40:60 + 0,05% H3;PO,
Glipizid 230 Acetonitril:Wasser 30:70 + 0,05% H3PO,
Chlorpropamid 230 Acetonitril:Wasser 30:70 + 0,05% H3PO,

2.5.3. Substratsolubilisierung mit Cyclodextrinen

Zur Erhohung der Léslichkeit der hydrophoben Substrate wurden Cyclodextrine
verwendet. Zunachst wurden gesattigte Losungen der verwendeten Cyclodextrinderivate
mit destilliertem Wasser hergestellt. Die Solubilisierung erfolgte durch Substratzugabe im
Uberschuss und Riihren der Lésungen tiber Nacht auf einem Magnetriihrer [De Caprio et
al., 1992] bei Raumtemperatur (Sulfonylharnstoffe) bzw. 4°C (Vitamin D).

Zur Bestimmung der Solubilisierungseffizienz der einzelnen Cyclodextrine wurden die
Losungen via Cellulose-Mischester-Membran (CME) abfiltriert. Die Konzentration der
gelésten  Substanzen konnte nach  spektralphotometrischer Bestimmung der
Absorptionsmaxima Uber das Lambert-Beersche-Gesetz berechnet werden. Die in dieser
Arbeit verwendeten Cyclodextrine zeigen keine Absorption im UV/Vis-Spektrum. Der
Ablauf der Durchfiihrung einer Substratsolubilisierung ist in Abbildung 2.5 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 2.5: Durchfihrung einer Substratsolubilisierung. A) Herstellen einer gesattigten
Cyclodextrinlésung, B) Substratzugabe im Uberschuss, C, D) Rihren der Suspension, E) Filtration
der Losung durch eine CME-Membran, F) das Filtrat enthalt das solubilisierte Substrat in Form von
Cyclodextrin-Substrat-Komplexen.

2.5.4. Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten € von Glimepirid und

Glibenclamid

Zur Berechnung von Konzentrationen einer Verbindung uUber das Lambert-Beersche-
Gesetz, wird der molare Extinktionskoeffizient ¢ dieser Verbindung bendtigt. Zur
Bestimmung dieser Materialkonstante von Glibenclamid und Glimepirid wurde eine
Verdunnungsreihe der jeweiligen Substrate angefertigt und via Spektralphotometer
zwischen dem Wellenldngenbereich 200 - 300 nm aufgenommen. Mit den
Absorptionsmaxima bei 230 nm der jeweiligen Spektren wurde eine Bestgerade mithilfe
des Programms Origin pro 8.1 G ermittelt. Die Steigung dieser Bestgeraden gibt den
molaren Extinktionskoeffizient € der jeweiligen Substanz an. Die Verdlinnung von

Glibenclamid erfolgte in Methanol und die von Glimepirid in Acetonitril.
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2.5.5. Fermentation der Sulfonylharnstoffe Glimepirid und Glibenclamid und

Reinigung der Produkte zur NMR-Analyse
2.5.5.1. Kultivierung von Bacillus megaterium MS941 zur Ganzzellbiotransformation

Mit 2 ml Vorkultur des entsprechenden rekombinanten B.megaterium MS941-Systems
wurden 5 x 200 ml Liter Hauptkultur in TB-Medium angeimpft. Allen Kulturen wurde
Tetracyclin (10 pg/ml) als Selektionsmarker hinzugegeben. Die Induktion erfolgte mit 5 g
Xylose und 0,084 mg &-Ala pro Liter Kultur bei einer ODs7s = 0,4. Nach 24 Stunden
Expressionszeit bei 30 °C erfolgte die Zellernte bei 4000 g fir 20 Minuten. Die Zellpellets
wurden vereinigt und in 800 ml LB-Medium resuspendiert. Die Substrate Glimepirid (45
mg) und Glibenclamid (100 mg) wurden jeweils in 10 ml DMSO gelést und zum
Kulturmedium gegeben. Nach einer Reaktionszeit von 4 Stunden (Glimepirid) bzw. 24
Stunden (Glibenclamid), wurden die Kulturen zentrifugiert (4000 g, 20 Minuten) und der
Uberstand mit dreifachem Volumen Ethylacetat extrahiert. Die Extrakte wurden mittels

Rotationsverdampfer getrocknet und bis zur Weiterverarbeitung bei — 20 °C gelagert.

2.5.5.2. Reinigung der hydroxylierten Produkte aus den Glimepirid und

Glibenclamid Umsetzungen

Zur Reinigung der Substanzen wurde eine Kieselgel-Sdule verwendet. Das
Saulenmaterial wurde mit Chloroform/Methanol (93:7) aufgeschlemmit.

Die getrockneten Extrakte der Ganzzellumsatze wurden in 2 ml Chloroform/Methanol
(93:7) geldst und auf die Saule gegeben. Fraktionen von 2 - 10 ml wurden gesammelt und
mittels Dunnschichtchromatographie und anschlieBender Ninhydrinfarbung auf das
Vorhandensein potentieller Produkte untersucht. Alle Fraktionen mit positivem
Ninhydrinsignal bei der erwarteten Laufstrecke wurden zur Gegenkontrolle via HPLC
untersucht. Zu dieser Analytik wurde eine RP-Nucleodur 18 C-Saule bei 40°C
Saulentemperatur verwendet. Die Laufgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die reinsten
Fraktionen wurden daraufhin vereinigt, getrocknet und zur Strukturaufklarung durch NMR

verwendet.

2.5.6. NMR-Analyse der Haupt-Produkte der CYP105A1-abhangigen Glimepirid und

Glibenclamid-Umsetzung

Die NMR-Messung der Produkte sowie die Auswertung der Strukturdaten wurde
freundlicherweise von Herrn Dr. Josef Zapp (Lehrstuhl fir Pharmazeutische Biologie der
Universitat des Saarlandes) durchgefiihrt. Die NMR-Spektren wurden in DMSO-ds mit

einem Bruker DRX 500 NMR-Spektrometer aufgenommen [Kleser et al., in press].
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2.5.7. Bioinformatische Methoden

Die Docking-Experimente wurden freundlicherweise von Herrn PD. Dr. M. Hutter
(Lehrstuhl fur Bioinformatik der Universitdt des Saarlandes) durchgefuhrt. Als
Vorraussetzung fur das Substrat-Docking diente die 2008 publizierte Kristallstruktur von
CYP105A1 [Sugimoto et al.,, 2008]. Als Docking-Tool wurde das Programm
HYPERCHEM. AUTODOCK (version 4.00) verwendet [Kleser et al., in press].
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3. Ergebnisse

3.1. Etablierung eines CYP105A1-Assays zur Durchfiihrung von in vitro-Studien

3.1.1. Klonierung, Expression und Reinigung von CYP105A1 und CYP105A1
(R84A/R73V)

Mit dem Cytochrom P450 CYP105A1 sollten auf Sulfonylharnstoffen basierende
Arzneimittelwirkstoffe in potentiell interessante Derivate sowie Vitamin D; in das
hydroxylierte Produkt 25-0H-Vitamin D; umgewandelt werden. Ausgangspunkt dieser
Arbeit war die Klonierung des synthetisierten Gens von CYP105A1 in den pKKHC-
Expressionsvektor zur Expression und Reinigung des Enzyms fiir in vitro-Studien. Dieses
Gen wurde von der Firma Entelechon im Rahmen der Synthese an die codon usage und
den physiologischen GC-Gehalt des Expressionswirtes E.coli angepasst. Zur
Amplifikation des Gens wurde die Primerkombination ,CYP105 for“ und ,CYP105 His rev®
verwendet. Wahrend der Bearbeitung des Projekts wurde eine Mutante publiziert, die
durch zwei Punktmutationen im aktiven Zentrum des Enzyms eine gesteigerte Vitamin D-
Umsetzung ermdglicht [Hayashi et al., 2008]. Diese CYP105A1-Variante (CYP105A1
(R84A/R73V)) wurde mit Hinblick auf die Anwendung in einem Ganzzellverfahren von der
Firma Geneart an die codon usage des ausgewahlten Wirtsorganismus Bacillus
megaterium angepasst und synthetisiert. Aufierdem wurde dieses synthetisierte Gen zur
Expression in E.coli in den pKKHC-Vektor kloniert. Die Amplifikation der CYP105A1
(R84A/R73V) Mutante wurde mit den Primern ,105 DM B.meg Ncol for® und ,105 DM
B.meg Pstl His rev® durchgefuhrt. An den C-Terminus beider CYP105A1-Varianten wurde
ein 6 x Histidin-Tag angeflgt. Die Klonierung des Wildtyps erfolgte Uber die Schnittstellen
Ncol und BamHI. Die Klonierung der Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V) erfolgte
Uber die Schnittstellen Ncol und Pstl. Nach der Transformation von E. coli JM109 Zellen
wurden beide CYP105A1-Varianten gemal} Literatur exprimiert und gereinigt [Hayashi et
al., 2008].

CYP105A1 konnte mit einer Ausbeute von ca. 600 nmol/l Expressionskultur gereinigt
werden. Die Expression und Reinigung der Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V)
verlief analog zum Wildtyp und lieferte eine vergleichbare Ausbeute. Der

Reinigungsverlauf ist in Tabelle 3.1 am Beispiel des CYP105A1-Wildtyps aufgeflihrt.

Tabelle 3.1: Reinigungsverlauf von CYP105A1

Reinigungsschritt n (nmol) Ausbeute (%) Q-Wert
Zytosolische Fraktion 896 100 -
Talon® Metal Affinity Resin 715 79 1,1
Superdex®200prepgrade 612 68 1,65
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Der Q-Wert 1,65, der den Reinigungsgrad des Proteins angibt wurde Giber den Quotienten
A 417276 berechnet. In der Literatur ist der Q-Wert fir CYP105A1 mit 1,72 angegeben
[Omer et al., 1990]. Der nach der Reinigung der Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V)
berechnete Q-wert lag mit 2,34 deutlich hoher als der des Wildtyp-Enzyms. Ein
entsprechender Vergleichswert ist in der Literatur nicht beschrieben.

In Abbildung 3.1 ist das Spektrum von gereinigtem oxidiertem CYP105A1-Wildtyp (A1)
bzw. von gereinigtem oxidiertem CYP105A1 (R84A/R73V) (C1) dargestellt. Die Soret-
Banden bei der Wellenlange A = 417 nm entsprechen den typischen Maxima oxidierter
Cytochrome P450 im low spin-Zustand. Auch die a-Bande (534 nm) und die $-Bande (568
nm) sowie die UV-Bande (358 nm) sind charakteristische Bestandteile von Cytochrom
P450-Spektren. Die Abbildungen (3.1A2 und 3.1C2) beinhalten die dazugehdrigen COD-
Spektren mit den Maxima bei 450 nm. In Abbildung 3.1 B ist das SDS-Gelbild des
gereinigten CYP105A1-Wildtyps und in Abbildung 3.1 D ist das SDS-Gelbild der
gereinigten Doppelmutante CYP105A1 (R84A/R73V) dargestellt.
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Abbildung 3.1: A) A1: UV/Vis-Spektrum des gereinigten CYP105A1 mit charakteristischem Soret-
Maximum bei A = 417 nm. A2: COD-Spektrum von gereinigtem CYP105A1. B) SDS-PAGE von
gereinigtem CYP105A1. Spur1: Proteinmarker; Spur 2: gereinigtes CYP105A1. C) C1: UV/Vis-
Spektrum des gereinigten CYP105A1 (R84A/R73V). C2: COD-Spektrum von gereinigtem
CYP105A1 (R84A/R73V) D) SDS-PAGE von gereinigtem CYP105A1 (R84A/R73V). Spuri:
Proteinmarker; Spur2: gereinigtes CYP105A1 (R84A/R73V).

Die SDS-Gelbilder des gereinigten CYP105A1-Wildtyps sowie der Doppelmutante
CYP105A1 (R73V/R84A) zeigen jeweils Banden zwischen den Markerbanden bei 47,5 kD
und 32,5 kD und entsprechen damit der zu erwartenden Gré3e von CYP105A1 mit einem
Molekulargewicht von etwa 44 kD [Hussain und Ward, 2003].

Die Konzentrationsbestimmung von aktivem Cytochrom P450 fur die in vitro-Experimente
erfolgte via CO-Differenzspektroskopie [Omura und Sato, 1964] unter Verwendung eines

Hochsalzpuffers (1M KP-Puffer) [Sawada et al., 2004].
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3.1.2. Substrat-Docking verschiedener Arzneimittelwirkstoffe auf Sulfonylharnstoff-

Basis

Zur Auswahl der beiden fur eine CYP10A1-abhangige Umsetzung am besten geeigneten
Sulfonylharnstoff-Verbindungen, wurde ein Substrat-Docking mit verschiedenen
Antidiabetika zur Berechnung der Bindungsaffinitaten zum Enzym durchgeflhrt. Diese
Arbeiten wurden freundlicherweise von Herrn PD. Dr. Hutter (Institut fur Bioinformatik,
Universitat des Saarlandes) durchgefihrt. Als Grundlage fir diese Docking-Experimente
diente das auf der Kristallstruktur des Enzyms basierende Modell [Sugimoto et al., 2008].
Die Verbindungen Glimepirid, Glibenclamid, Glipizid, Gliclazid, Tolbutamid und
Chlorpropamid wurden in das aktive Zentrum des CYP105A1-Modells gedockt. Folgende
Abbildung zeigt die abgeleitete Rangfolge, basierend auf den errechneten

Bindungsaffinitaten der Medikamentenwirkstoffe zum Enzym (Abbildung 3.2).

A i -
Glimepirid
Glibenclamid

Gliclazid
Tolbutamid
Chlorpropamid

Bindungsaffinitédt zu CYP105A1

Abbildung 3.2: Rangfolge der berechneten Bindungsaffinitdten verschiedener Antidiabetika vom
Sulfonylharnstoff-Typ zu CYP105A1.

Im Zuge der Docking-Experimente zeigten die Verbindungen Glimepirid und Glibenclamid
die beste Affinitit zu CYP105A1. Uberraschenderweise handelt es sich bei diesen
Substanzen um die die aktuell in der Humanmedizin bedeutsamsten Antidiabetika vom

Sulfonylharnstoff-Typ [Rote Liste, 2011]. Abbildung 3.3 zeigt eine detaillierte Darstellung
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von Glimepirid und Glibenclamid im aktiven Zentrum des Enzyms mit der vom Computer

errechneten energetisch gunstigsten Orientierung zum Ham-Ring.

Abbildung 3.3: Docking-Modelle von (A) Glimepirid und (B) Glibenclamid im aktiven Zentrum von
CYP105A1. Gezeigt ist die vom Computer errechnete ginstigste Orientierung der Substrate in
Bezug zum Ham. Die Seitenketten sind aus Griinden der Ubersicht nicht gezeigt (Abbildung erstellt
von PD. Dr. M. Hutter).

Aufgrund ihrer ausgepragten Flexibilitdt koénnten die Sulfonylharnstoff-Liganden
theoretisch eine Vielzahl von Docking-Positionen im aktiven Zentrum des Enzyms
einnehmen. Dennoch zeigen die am energetisch gulnstigsten Positionen den
Cyclohexylring von Glimepirid und Glibenclamid in nachster Orientierung zur Ham-Ebene.
Beide Substrate bilden Wasserstoffbriicken zwischen ihren Sulfonylharnstoff-Gruppen
und der Seitenkette des Arg 84 aus. Glibenclamid wird durch eine zusatzliche

Wasserstoffbriickenbindung zum Rest Arg 73 stabilisiert [Kleser et al., submittet].
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3.1.3. Suche nach alternativen Redoxpartnern und dem optimalen Verhaltnis der

Proteinkomponenten

Da die homologen Redoxpartner von CYP105A1 aus Streptomyces griseolus bis heute
nicht vollstandig charakterisiert sind, wurden Substratumsetzungen in vitro bislang mit den
Redoxproteinen von Spinacia oleracea (Spinat-Ferredoxin und Spinat-Ferredoxin-
Reduktase) durchgefihrt [Sawada et al., 2004; O'Keefe et al., 1991]. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde nach alternativen heterologen Redoxpartnern gesucht. Alle untersuchten

Elektronentransferproteine sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Tabelle 3.2 Auflistung aller untersuchten Redoxproteine zur Etablierung eines alternativen
Elektronentransfers zur Unterstiitzung der CYP105A1-Reaktion. AdR, Adx und die entsprechenden
Adx-Mutanten wurden freundlicherweise von Herrn W. Reinle in gereinigter Form zur Verfligung
gestellt. Etp‘Ifd sowie die entsprechenden Mutanten wurden freundlicherweise von Herrn Dr. F.
Hannemann in gereinigter Form zur Verfiigung gestellt. Gereinigtes Arh1 wurde freundlicherweise
von Frau Dr. K. M. Ewen zur Verfligung gestellt. Das Ferredoxin und die Reduktase von Spinacia
oleracea wurde Uber den Feinchemikalienanbieter Sigma Aldrich bezogen.

Reduktase Bemerkung Referenz
AdR Adrenodoxin Reduktase [Sagara et al., 1993]
Arh1 (A18G) | Adrenodoxin Reduktase Homolog 1 [Ewen et al., 2008]
Spinat FdR Ferredoxin Reduktase aus Chloroplasten von Spinacia | Sigma Aldrich

oleracea
Ferredoxin Bemerkung Referenz
Adx Adrenodoxin [Uhlmann et al.,
1992]
Adx (S112W) | Adrenodoxin Mutante mit Aminosaureaustausch in [Schiffler et al., 2001]
Position 112
Adx (4-108) Adrenodoxin Deletionsmutante [Uhlmann et al.,
1994]
Etp1 (516- | Etp1™ Deletionsmutante [Miiller et al., 2011]
618)
Spinat Fdx Ferredoxin aus Chloroplasten von Spinacia oleracea Sigma Aldrich

Kombinationen aus den verschiedenen Ferredoxinen und Ferredoxin-Reduktasen wurden
bezlglich ihres Elektronenubertragungspotentials auf CYP105A1 untersucht. Dieses
Experiment sollte zeigen, durch welche Redoxpartnerkombination zusammen mit NADPH
als Elektronenquelle, 400 pmol CYP105A1 aquivalent zu einer Natriumdithionit-Kontrolle
vollstandig reduziert werden kann. Die Effizienz dieser Kombinationen in der CYP105A1
Reduktion ist in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.4: Reduktionseffizienz verschiedener potentieller Redoxpartnerkombinationen. 400
pmol CYP105A1 wurden fir alle Versuche eingesetzt. Als Referenz fiur die maximale
Reduktionseffizienz dieser 400 pmol CYP105A1 wurde eine Kontrolle mit Natriumdithionit
durchgefuhrt (= 100% Reduktion). Das Reduktionsmittel Natriumdithionit wurde durch
unterschiedliche Kombinationen aus vorhandenen Ferredoxinen und Ferredoxin-Reduktasen mit
NADPH als Elektronendonor ersetzt. Ziel war es, 400 pmol des Enzyms &quivalent zur Dithionit-
Kontrolle durch die Redoxproteinkombinationen zu reduzieren. Die Proteine (P450 und potentielle
Redoxpartner) wurden mit NADPH (100uM) inkubiert und mit Kohlenmonoxid begast. Die
Reduktionseffizienz der einzelnen Kombinationen wurde anschlieRend via Spektralphotometer
Uber das charakteristische P450-Signal verfolgt.

Abbildung 3.4 zeigt die Reduktionseffizienz unterschiedlicher
Redoxpartnerkombinationen. Fir das Experiment wurde eine Stoffmenge von 400 pmol
CYP105A1 eingesetzt. Neben dem Elektronentransfersystem von Spinacia oleracea ,
welches in diesem Experiment als zusatzliche Kontrolle eingesetzt wurde, konnte von den
untersuchten Redoxproteinen die Etp1™ Mutante Etp1™ (516-618) [Miiller et al., 2011] mit
den Reduktasen AdR und Arh1 die definierte Stoffmenge von CYP105A1 vollstandig
reduzieren. Bei Adrenodoxin (Adx) und deren Mutanten Adx (4-108) [Uhlmann et al.,
1994] und Adx (S112W) [Schiffler et al., 2001] konnte keine vollstandige Reduktion des
eingesetzten CYP105A1 beobachtet werden.

Mit Etp1™ (516-618) in Kombination mit den Reduktasen Arh1 und AdR konnte eine
Redoxkette von gleicher Effizienz wie das Spinatsystem identifiziert werden. Etp1™ (516-
618) und die korrespondierende Reduktase Arh1 wurden fiir alle weiteren Studien als

heterologes Elektronentransfersystem verwendet.
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3.1.4. Expression und Reinigung der alternativen Redoxpartner

Zur Durchfiihrung weiterer Studien wurden die Redoxproteine Arh1 und Etp1™ (516-618)
in E.coli exprimiert und gereinigt. Die Expressionsvektoren fur die Proteine Arh1 und

Etp1™ (516-618) lagen in der Arbeitsgruppe vor.

3.1.4.1. Expression und Reinigung des Ferredoxins Etp1™ (516-618)

Expression und Reinigung von Etp1™ (516-618) wurde gemaR der Literatur durchgefiihrt
[Schiffler et al. 2004]. In Abbildung 3.5 A ist das UV/Vis-Spektrum von Etp1™ (516-618)
dargestellt. Die Maxima des Proteins im hier gezeigten oxidierten Zustand sind mit 458,
415, 342 und von 305 - 350 nm auch fiir den Wildtyp Etp1™ charakteristisch. Abbildung
3.5 B zeigt das SDS-Gel des gereinigten Proteins Etp1™ (516-618).

A B 1 2
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Abbildung 3.5: A) UV/Vis-Spektrum von Etp1™ (516-618). B) SDS-PAGE von gereinigtem von
gereinigtem E’[p1fd (516-618): Spur 1: gereinigtes Etp1fd (516-618), Spur 2: Proteinmarker.

Eine Besonderheit ist die Darstellung der Bande von Etp1™ (516-618) im SDS-Gel
zwischen 25 kD und 16,5 kD. Obwohl das theoretische Molekulargewicht des 103
Aminosauren umfassenden Proteins ca. 11,5 kD betragt, zeigt sich das das Protein trotz
denaturierender Bedingungen in der SDS-PAGE als Dimer mit einem Molekulargewicht
von etwa 23 kD. Die Ursache flr diese auch in der Literatur beschriebene Beobachtung
ist noch unklar [Schiffler et al., 2004].

Das Protein konnte mit einer Ausbeute von ca. 1 mmol/l Expressionskultur prapariert

werden. Der Reinigungsverlauf von Etp1™ (516-618) ist in Tabelle 3.3 dargestellt.
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Tabelle 3.3: Reinigungsverlauf von Etp1™ (516-618).

Reinigungsschritt n (nmol) Ausbeute (%) Q-Wert
Zytosolische Fraktion 1317 100 -
Source™30Q 1096 83
Superdex®200prepgrade 978 74 0,88

Der Q-Wert 0,88 des gereinigten Proteins wurde durch die Bildung des Quotienten A

4141276 berechnet. In der Literatur ist dieser Wert mit 0,96 angegeben.

3.1.4.2. Expression und Reinigung der Ferredoxin-Reduktase Arh1

Die Expression und Reinigung von Arh1 wurde ebenfalls gemaf Literatur durchgefihrt.
Lediglich der Elutionsschritt der Affinitatschromatographie wurde nicht via Saureelution
[Ewen et al., 2008], sondern mithilfe eines Imidazolpuffers durchgefihrt. In Abbildung 3.6
A ist das UV/Vis-Spektrum von Arh1 dargestellt. Die Maxima bei 272 nm, 376 nm und 450
nm entsprechen den charakteristischen Maxima von Flavoproteinen. Abbildung 3.6 B

zeigt das SDS-Gel des gereinigten Flavoproteins Arh1.
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Abbildung 3.6: A) UV/Vis-Spektrum von gereinigtem Arh1. B) SDS-PAGE von gereinigtem Arh1:
Spur 1: gereinigtes Arh1, Spur 2: Proteinmarker.

Das Protein wurde mit einer Ausbeute von ca. 500 nmol/l Expressionskultur gereinigt. Der

Reinigungsverlauf von Arh1 ist in Tabelle 3.4 dargestellt.
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Tabelle 3.4: Reinigungsverlauf von Arh1.

Reinigungsschritt n (nmol) Ausbeute (%) Q-Wert (A 276/450)
Zytosolische Fraktion 680 100 -
Talon® Metal Affinity Resin 547 80 -
Superdex®200prepgrade 480 70 7,8

Der Quotienten A ,76450 des gereinigten Proteins betrug 7,8. Der in der Literatur mit 7,5

angegebene Q-Wert von Arh1 ist vergleichbar mit dem Q-Wert fir AdR [Sagara et al.,
1993].

3.1.5. Optimierung der in vitro-CYP105A1-Reaktion

Mit den gereinigten Proteinen Etp1™ (516-618) und Arh1 wurde ein in vitro-System fiir die
Substratumsetzung mit CYP105A1 bzw. CYP105A1 (R84A/R73V) aufgebaut.

Zunachst wurde der Elektronentransfer zwischen CYP105A1 und den alternativen
Redoxpartnern optimiert. In einem geeigneten Experiment wurde das glnstigste
Redoxpartnerverhaltnis fir eine schnellstmégliche Reduktion des CYP105A1 (400 pmol)
ermittelt. Die Reduktion wurde spektralphotometrisch untersucht (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: A) Optimierung der Arh1-Konzentration. 400 pmol CYP105A1 und 8 nmol Etp1fd
(516-618) wurden flr diesen Test als konstante Proteinmengen verwendet. Die Reduktionseffizienz
wurde mit steigenden Konzentrationen von Arh1 in Gegenwart von 100 uM NADPH als
Elektronendonor getestet. B) Optimierung der Etp1™ (516-618) Konzentration. In diesem Test
wurden 400 pmol CYP105A1 und 1,2 nmol Arh1 als konstante Proteinmengen verwendet. Die
Reduktionseffizienz wurde mit steigenden Etp1™ (516-618)-Konzentrationen in Gegenwart von
1mM NADPH als Elektronendonor getestet. In den Experimenten wurde die Reduktion Uber die
P450-Komplexbildung mit Kohlenmonoxid im Spektralphotometer verfolgt.
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Die Untersuchungen zur Optimierung der Redoxkomponenten zeigten, dass die
effizienteste Reduktion des CYP105A1 durch das Verhéltnis 1:20:3 (CYP105A1: Etp1™
(516-618): Arh1) erzielt wird.

In einem weiteren Optimierungsschritt sollte der Elektronentransfer durch ein geeignetes
Elektronendonor-Regenerationssystem erganzt werden. Dazu wurde die Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase mit dem Substrat Glukose-6-Phosphat verwendet. Die
Konzentrationen der einzelnen Komponenten des Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-
Systems wurden aus der Literatur Gbernommen [Lisurek et al., 2004]. Um die Tragweite
der Elektronendonor-Regeneration auf die CYP105A1-Reaktion zu untersuchen, wurde
ein Experiment mit und ohne Regenerationssystem durchgefiihrt. Der Elektronendonor
NADPH wurde gemaR Literatur in einer Endkonzentration von 1 mM eingesetzt [Sawada
et al., 2004]. Da Glimepirid im Docking-Experiment die héchste Bindungsaffinitat zu
CYP105A1 zeigte, wurde der Optimierungsfortschritt des CYP105A1-Assays mithilfe
dieser Verbindung Uber eine Substratumsetzung untersucht. In allen Experimenten wurde
eine Glimepirid-Konzentration von 250 uM eingesetzt.

Erwartungsgemal zeigte die Erganzung des NADPH-Regenerationssystems eine deutlich
gesteigerte Umsetzung des Substrates Glimepirid im Vergleich zu dem
Kontrollexperiment. Der Unterschied der Glimepirid-Umsetzung zum Kontrollexperiment
betrug etwa 20 % innerhalb einer 17-minutigen Reaktionszeit (Abbildung 3.8 A).

In einem weiteren Experiment sollte untersucht werden, ob die oxidierte und die
reduzierte Variante des Elektronendonors NADPH unterschiedliche Auswirkungen auf die
Umsetzung von Glimepirid zeigen. Dieses Experiment resultierte aus wirtschaftlichen
Uberlegungen, da NADP* (1 g = 82 €) kostenguinstiger erhaltlich ist als NADPH (1 g = 357
€). Aus Abbildung 3.8 B geht hervor, dass durch die Verwendung der oxidierten Form des
Elektronendonors NADP" die Effizienz des Systems sogar geringfiigig gesteigert werden
konnte. Nach einer 17-minitigen Reaktionszeit, wurden unter Verwendung von (NADP™)
etwa 94 % des Substrates metabolisiert. Mit NADPH als Elektronenquelle wurden in
dieser Zeit nur etwa 84 % umgesetzt. Mit diesem Experiment konnte gezeigt werden,
dass die giinstigere, oxidierte Variante - NADP" - fiir eine in vitro-Reaktion unter diesen

Bedingungen sehr geeignet ist.

68



Ergebnisse

A - B —~
N 5 100+
< 80- <
g S 80
-
& 60+ o
o S 60
£ £
D 40 - = .
S =
= =
‘Q o
e @ 20-
E E
O o O ol

Regenefaf‘on :lgeneraf\on ) NADP+ NADPH

Abbildung 3.8: A) In vitro-Umsetzung von 250 uM Glimepirid mit und ohne NADPH-Regeneration.
Das Regenerationssystem setzte sich aus 1 U Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 5 mM
Glukose-6-Phosphat zusammen. Die Endkonzentration von NADPH betrug 1 mM. B) In vitro-
Umsetzung von 250 uM Glimepirid in Anwesenheit von 1 mM NADPH bzw. NADP" in Kombination
mit dem Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenasesystem.

Alle Reaktionen wurden mit 1 yM CYP105A1, 20 uM Etp1fd (516-618) und 3 uM Arh1 in Gegenwart
eines 50 mM KP-Puffers (pH=7,4) durchgefiihrt. Die Reaktionszeiten betrugen 17 Minuten. Alle
Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt.

3.1.6. Alternative Elektronenquelle NADH

Die Redoxproteine aus der Spalthefe stellen theoretisch auch unter ékonomischen
Aspekten eine interessante Alternative zu der pflanzlichen Elektronentransportkette dar.
In der Literatur wurde beschrieben, dass im Gegensatz zur NADPH-abhangigen Spinat
FdR die S. pombe Reduktase Arh1 sowohl NADPH als auch das deutlich glnstigere
NADH als Elektronendonator akzeptiert [Ewen et al., 2008].

Aus diesem Grund wurde die Effizienz des NADPH-regenerierenden Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase-Systems mit einem entsprechenden NADH-regenerierenden
Alkoholdehydrogenase-System Uber eine CYP105A1-abhangige Glimepirid-Umsetzung
verglichen (Abbildung 3.9). Als Substrat bzw. Kosubstrat fir die Alkoholdehydrogenase (1
U) wurde Ethanol (1 %) und NADH (1 mM) eingesetzt, als Substrat bzw. Kosubstrat fur
die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (1 U) entsprechend Glukose-6-Phosphat (5 mM)
und NADPH (1 mM).
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Abbildung 3.9: Vergleich der Elektronendonatoren NADPH und NADH mit den
korrespondierenden Regenerationssystemen in in vitro-Umsetzungen von 250 yM Glimepirid Gber
die Zeit (grau: NADPH-Regeneration durch das Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-System,
schwarz: NADH-Regeneration durch das Alkoholdehydrogenase-System). Die
Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus drei unabhangigen Experimenten.

Unglucklicherweise betrug die Umsetzung von Glimepirid unter Verwendung von NADH
als Elektronenquelle lediglich etwa 10 % der Umsetzung des Kontrollexperimentes, bei
dem die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase zur NADPH-Regeneration verwendet
wurde (Abbildung 3.9). Eine weitere Zunahme des Produktes Uber die Zeit konnte nicht
beobachtet werden.

Aufgrund der deutlich geringeren Effizienz der CYP105A1-Reaktion mit NADH als
Elektronendonor, wurde in allen weiteren in vitro-Studien NADPH bzw. NADP" als
Elektronendonor in Kombination mit dem Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-System

verwendet.

3.1.7. Verifizierung der Docking-Ergebnisse durch in vitro-Umsetzungen der

Sulfonylharnstoffe mithilfe der optimierten Reaktionsparameter

Nach der Anpassung der CYP105A1-Reaktion an die Bedingungen des alternativen
Elektronentransfers, sollte die aus den bioinformatischen Daten abgeleitete Rangfolge der
getesteten Sulfonylharnstoffe (Abbildung 3.2) verifiziert werden. Dazu wurde die
Umsetzung der Sulfonylharnstoffe Glimepirid, Glibenclamid, Gliclazid, Glipizid, Tolbutamid
und Chlorpropamid im Zuge eines in vitro-Experiments miteinander verglichen. Als

Bedingungen fur dieses Experiment wurde eine Reaktionszeit von 18 Minuten bei einer
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Substratkonzentration aller Verbindungen von 250 uM definiert. Nach dem Abstoppen der
Reaktionen nach 18 Minuten, wurden die Ansatze via HPLC-Analyse auf Produktbildung
untersucht. In Abbildung 3.10 sind die Chromatogramme der Umsetzungen der
Sulfonylharnstoffe mit dem CYP105A1-Wildtyp-Enzym dargestellt.
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Abbildung 3.10: HPLC-Chromatogramme der in vitro-Umsetzungen von jeweils 250 uM (A)
Glimepirid, (B) Glibenclamid, C) Gliclazid, D) Glipizid, E) Tolbutamid und F) Chlorpropamid mit
CYP105A1. Alle Verbindungen wurden 18 Minuten bei 30°C in einem Reaktionsansatz mit 1uM
CYP105A1, 20 uM Etp1™ (516-618) und 3 uM Arh1 in einem 50 mM KP-Puffer (pH=7,4) inkubiert.
Die Endkonzentration von NADPH betrug 1 mM. Das Regenerationssystem setzte sich aus 1 U
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase und 5 mM Glukose-6-Phosphat zusammen. Die
Chromatogramme zeigen die Substratumsetzungen (S) in die jeweiligen Produkte (P) (schwarze
Linie). Den Abbildungen sind die Chromatogramme aus den Kontrollexperimenten ohne Cytochrom
P450 (griine Linie) oder ohne Substrat (blaue Linie) hinzugefiigt. Die Laufmittelzusammensetzung
zur HPLC-Analytik der jeweiligen Umsetzungen ist in Tabelle 2.24 im Material- und Methodenteil
aufgefihrt.
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Die Ergebnisse der in vitro-Umsetzungen der Sulfonylharnstoff-Substrate zeigen im
Einklang mit den Docking-Ergebnissen, dass CYP105A1 gegenuber Glimepirid, gefolgt
von Glibenclamid die héchste Aktivitat besitzt. Den Chromatogrammen aus Abbildung
3.10 ist zu entnehmen, dass Glimepirid (A) im Zuge der P450-Reaktion zu einem
Hauptprodukt (P1) metabolisiert wird, dessen Retentionszeit unter den etablierten
Analysebedingungen etwa 2,5 Minuten betragt. Glibenclamid (B) wird in ein Hauptprodukt
(P1) mit einer Retentionszeit von etwa 3,4 Minuten und zwei Nebenprodukte (P2, P3) mit
den Retentionszeiten 3 Minuten (P2) und 9 Minuten (P3) derivatisiert. Die Umsetzungen
von Gliclazid, Glipizid und Tolbutamid entsprechen aufgrund der Intensitat der
Produktbildung ebenfalls der Vorhersage aus den Docking-Studien.

Gemall den HPLC-Chromatogrammen wird Gliclazid (C) in zwei Produkte (P1, P2),
Glipizid (D) in ein Hauptprodukt (P1) sowie zwei Nebenprodukte (P2, P3) und Tolbutamid
(E) in ein Produkt (P1) umgesetzt. Mit Chlorpropamid (F), welches im Docking-Experiment
die niedrigste Affinitat zum CYP105A1 zeigte, wurde wahrend der Reaktionszeit von 18

Minuten keine Produktbildung beobachtet.

3.1.8. Bestimmung der kinetischen Parameter der Umsetzung von Glimepirid und

Glibenclamid

Aufgrund der experimentellen Bestatigung der bioinformatischen Vorhersage, wurde mit
den Verbindungen Glimepirid und Glibenclamid die CYP105A1-abhangige
Reaktionskinetik bestimmt. Dazu wurden fir Glimepirid Substratkonzentrationen von 2,5-
50 yM und fir Glibenclamid die Substratkonzentrationen von 2,5-100 yM untersucht. Die
daraus resultierenden Daten wurden via hyperbolischem Kurvenfit mittels Origin pro 8.1G
Software analysiert. Die Ergebnisse der jeweiligen Kurvenfits sind in Abbildung 3.11

dargestellt und in Tabelle 3.5 zusammengefasst.
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Abbildung 3.11: Michaelis-Menten-Plot der CYP105A1-abhangigen Umsetzungskinetik von A)
Glibenclamid und B) Glimepirid. Der hyperbolische Kurvenfit wurde mittels Origin pro 8.1G
software durchgeflhrt.

Tabelle 3.5: Kinetische Parameter der CYP105A1-abhangigen Umsetzung von Glimepirid und
Glibenclamid.

Substrat ‘ Km (MM) Vimax (hmol/min/nmol P450) Keat (x107°s™)
Glimepirid 5,28 + 0,83 2,26 + 0,09 37613
Glibenclamid 6,59 0,84 0,9 0,03 15,0 £ 0.5

Aus den kinetischen Daten geht hervor, dass sich die K,-Werte flr die Substrate im
mikromolaren Bereich bewegen. Der V.«-Wert sowie der kq-Wert sind fiir die Glimepirid

Umsetzung etwa dreimal hoher, verglichen mit den Werten fiir Glibenclamid.

3.1.9. In vitro-Umsetzung mit Vitamin D;

Nach der Etablierung der in vitro-Reaktion mithilfe des Sulfonylharnstoffs Glimepirid,
wurde eine Vitamin Ds-Umsetzung zur Reproduktion des publizierten CYP105A1-
abhangigen Vitamin D-Metabolismus [Sawada et al. 2004, Hayashi et al., 2008] unter den
fur das alternative Redoxsystem angepassten Reaktionsbedingungen durchgefuhrt. Das
Substrat wurde in einer Endkonzentration von 100 uM eingesetzt und zuvor mit
Hydroxypropyl-beta-Cyclodextrin (HP-beta-CD) solubilisiert [Tuckey et al.,, 2008]. Die
Bedeutung dieses Losungsvermittlers fur Vitamin D als Substrat wird im Kontext der
Vitamin D-Ganzzellumsetzung verdeutlicht.

Zunachst wurde eine Vitamin D;-Umsetzung unter Verwendung des CYP105A1-Wildtyps
bei einer Reaktionszeit von 90 Minuten durchgefiihrt. Dabei konnte allerdings nur eine
sehr geringe Produktbildung beobachtet werden (Abbildung 3.12 A). Eine Steigerung der
Produktbildung konnte erwartungsgemaf mit der CYP105A1-Doppelmutante CYP105A1
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(R84A/R73V) unter gleichen Reaktionsbedingungen beobachtet werden (Abbildung 3.12
B). In dem HPLC-Chromatogramm zeigte sich das erwartete Produkt 25-OH-Vitamin D3
bei einer Retentionszeit von etwa 4 Minuten. Die Retentionszeit des Produktes unter den
hier verwendeten Analysebedingungen wurde mithilfe eines Produktstandards ermittelt
(Abbildung 3.12 C).

Die ebenfalls in der Literatur beschriebenen Derivatisierungen des Vitamin D zu 1a-OH-
Vitamin D; oder 1a, 25-(OH),-Vitamin D; [Sawada et al., 2004] konnten hingegen nicht

detektiert werden.
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Abbildung 3.12: A) In vitro-Umsetzung von Vitamin D3 (100 pM) unter Verwendung des
CYP105A1-Wildtyps. B) In vitro-Umsetzung von Vitamin D; (100 yM) unter Verwendung der
CYP105A1-Doppelmutante  CYP105A1 (R84A/R73V). Die Reaktionen wurden mit 1 uM
CYP105A1, 20 pM Etp1fd (516-618) und 3 pyM Arh1 in Gegenwart eines 50 mM KP-Puffers
(pH=7,4) durchgefiihrt. Als Elektronendonor wurde 1 mM NADP™ verwendet. Vitamin D3 wurde vor
der Zugabe zu dem Reaktionsansatz in einer 45 %igen HP-beta-CD-Lésung solubilisiert. Die
Endkonzentration des Cyclodextrins im Reaktionsansatz betrug 2,25 %. Die Reaktionszeit betrug
90 Minuten. C) HPLC-Chomatogramm des 25-OH-Vitamin D3-Standards.
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3.2. Etablierung eines auf Bacillus megaterium basierenden Ganzzellsystems

3.2.1. Klonierung der Expressionsvektoren und Transformation von Bacillus

megaterium MS941

Im Hinblick auf die Etablierung einer kommerziell nutzbaren Bereitstellung der
Sulfonylharnstoff-Derivate und des 25-OH-Vitamin D wurde ein Ganzzellbiokatalysator
basierend auf Bacillus megaterium entwickelt. Der transformierbare Bacillus megaterium
Stamm MS941 sowie das kompatible Expressionsplasmid pKMBm4 wurden
freundlicherweise von Prof. Jahn (TU-Braunschweig) zur Verfiigung gestellt. Fir den
pKMBm4-Shuttlevektor wurde zunachst eine neue MCS entworfen, um die Gene der
entsprechenden CYP105A1-Varianten sowie die Gene der heterologen Redoxproteine
Etp1™ (516-618) und Arh1 zu integrieren. Die geeignete MCS wurde von der Firma
Geneart synthetisiert und von Frau Dipl. Chem. S. Bleif Gber die Schnittstellen Pacl und
Notl in den Vektor kloniert [Bleif et al., 2011]. Der resultierende pSMF-Vektor wurde
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die Sequenz der MCS ist im Anhang dargestellt.
Vor jedes Gen wurde die Sequenz einer fiur Bacillus megaterium optimierten
Ribosomenbindestelle [Malten et al., 2005] kloniert.

Abbildung 3.13 liefert eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit hergestellten rekombinanten

Bacillus megaterium-Systeme.
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Abbildung 3.13: Ubersicht und Nomenklatur tber die B. megaterium MS94-Expressionssysteme
mit schematischer Darstellung der Plasmide und der dazugehorigen Plasmidbezeichnung. Die
Farbkodierung entspricht den typischen Farbungen der Proteine, bedingt durch die jeweiligen
Kofaktoren (Cytochrom P450: rot; Etp1™ (516-618): braun; Arh1: gelb).

Die erfolgreiche Transformation von Bacillus megaterium MS941

in die jeweiligen

Expressionssysteme wurde anhand einer Plasmidreisolation der Transformanden mit

anschlieRender Kontrollrestriktion Uberpriift. Das Ergebnis dieser Uberprifung ist am

Beispiel der Ganzzellsysteme MK-1 und MK-2 in Abbildung 3.14 gezeigt.
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Bacillus megaterium MSB41
MK-1 Genotyp MK-2 Genotyp
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Abbildung 3.14: Genotyp der Bacillus megaterium-Systeme MK-1 und MK-2. Die Plasmid-DNA
wurde reisoliert und via Kontrollrestriktionen auf das Vorhandensein der gewilnschten DNA-
Fragmente untersucht.

3.2.2. Umsatzoptimierung durch Verbesserung der heterologen Proteinexpression

Nach der Klonierung der entsprechenden Bacillus megaterium-Systeme, wurden die
resultierenden Transformanden bezlglich ihrer die Umsetzungsaktivitat untersucht. Als
Substrat wurde Glimepirid verwendet, da dieser Sulfonylharnstoff von allen im Rahmen
dieser Arbeit verwendeten Substraten die besten kinetischen Eigenschaften in der
Umsetzung mit CYP105A1 zeigte. Demzufolge wurden die Ganzzellumsetzungen auch
zunachst mit den CYP105A1-Wildtyp exprimierenden Systemen MK-1 und MK-2
durchgefuhrt, wobei MK-1 als Kontrolle verwendet werden sollte. Die Kultivierung wurde in
50 ml LB-Medium in einem Schikanekolben durchgefiihrt. Die Zugabe von Glimepirid (50
UM), geldst in 500 yl DMSO erfolgte 24 Stunden nach Induktion der heterologen
Proteinexpression. Die Ergebnisse der Ganzzellexperimente sind in Abbildung 3.15

dargestellt.
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Abbildung 3.15: A) Glimepirid-Umsetzung (50 pM) mit MK-1. B) Glimepirid-Umsetzung (50 uM)
mit MK-2. Die Zellen wurden in LB-Medium kultiviert. Die Substratzugabe erfolgte 24 Stunden nach
der Induktion der heterologen Proteinexpression mit Xylose. Der zeitliche Verlauf der
Substratmetabolisierung ist durch die Substratabnahme S (Quadrat) und die Produktzunahme P
(Kreis) dargestellt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal durchgefihrt.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass das Substrat ebenfalls durch das lediglich
CYP105A1-exprimierende Ganzzellsystem MK-1 metabolisiert wurde (Abbildung 3.15 A).
Urspriinglich sollte dieses System neben dem mit dem leeren pSMF-Vektor
transformierten MK-O nur als Kontrollsystem dienen. Da die HPLC-Profile der
Produktbildung durch MK-1 und MK-2 mit denen der in vitro-Umsetzungen identisch
waren (Abbildung 3.10 A, 3.29 A), konnte die Glimepirid-Metabolisierung auf das
heterolog exprimierte CYP105A1 zurickgefuhrt werden. Dies wurde durch ein
entsprechendes Kontrollexperiment mit MK-0 bestatigt, in dem keine Glimepirid-
Umsetzung beobachtet wurde. Die Ergebnisse fuhrten daher zu der Schlussfolgerung,
dass der Wirtsorganismus Bacillus megaterium Uber ein Redoxsystem verfugt, welches
die CYP105A1-Reaktion effektiv unterstiitzen kann.

Des Weiteren zeigte der Vergleich der Glimepirid-Umsetzung zwischen dem MK-1 und
dem MK-2-System, dass MK-1 im Gegensatz zu MK-2 die eingesetzte
Substratkonzentration (Abbildung 3.15 B) vollstdndig metabolisieren konnte. Als Ursache
der unterschiedlichen Umsetzungskapazitat der Systeme MK-1 und MK-2 wurde ein
quantitativ.  unterschiedliches Expressionslevel von CYP105A1 vermutet. Zur
Untersuchung dieser These wurde ein Western-Blot-Experiment zum Vergleich der
CYP105A1-Expression in beiden Systemen mit normierten Zellzahlen durchgeflhrt.
Zusatzlich sollte das Experiment dariber Aufschluss geben, nach welcher Zeit die
maximale CYP105A1-Menge exprimiert wird. Das Ergebnis der CYP105A1
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Expressionsstudien mit MK-1 und MK-2, 24 und 48 Stunden nach Induktion ist in
Abbildung 3.16 dargestellt.

MK-2 MK-1

+ Oh 24h 48h Oh 24h 48h
1 2 3 4 5 6 7 8

Abbildung 3.16: Western-Blot der CYP105A1-Expression in B. megaterium MS941 MK-1 und MK-
2 in LB-Medium. Nach einer 24- bzw. 48-stiindigen Expressionszeit wurde eine zuvor normierte
Zellkonzentration lysiert. Das heterolog exprimierte Cytochrom P450 wurde mithilfe von Anti-
CYP105A1-Antikérpern nachgewiesen. Spur1: Marker; Spur2: Positivkontrolle mit gereinigtem
CYP105A1; Spur 3, 4, 5 CYP105A1-Expression mit MK-2 nach 0, 24 und 48 Stunden; Spur 6, 7, 8
CYP105A1-Expression mit MK-1 nach 0, 24 und 48 Stunden.

Die Western-Blot-Analyse zeigte, dass die CYP105A1-Expression durch MK-2 im
Vergleich zu MK-1 deutlich geringer ist. Das MK-1 System, welches nur mit dem
CYP105A1-Gen transformiert wurde, lieferte ein deutlich starkeres Expressionssignal.
Diese Beobachtung bestatigte die Vermutung, dass die Expression von CYP105A1 mit
MK-2 durch die zusatzliche Koexpression der Redoxproteine Arh1 und Etp1™ (516-518)
reduziert war. Aus dem Ergebnis geht weiterhin hervor, dass das Maximum der
CYP105A1-Expression bereits nach 24 Stunden erreicht ist. Ein starkeres Signal war im

Immuno-Blot nach 48 Stunden nicht zu beobachten.

Um den Ganzzellumsatz flr eine potenzielle biotechnologische Anwendung weiter zu
optimieren, wurden zundchst Studien zur Verbesserung der heterologen
Proteinexpression durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde zur
Steigerung des Nahrstoffangebots und zur Stabilisierung des pH-Wertes das anfangs zur
Kultivierung verwendete LB-Medium durch das reichhaltigere und gepufferte TB-Medium
ersetzt. Der Effekt auf die CYP105A1-Expression wurde erneut durch Western-Blot-
Experimente mithilfe des MK-1-Systems untersucht. Als Kontrolle diente eine MK-1-
abhangige CYP105A1-Expression in LB-Medium. Fir das Western-Blot-Experiment

wurden die Zellzahlen der jeweiligen Kulturen ebenfalls normiert. Zusatzlich wurde die

79



Ergebnisse

optische Dichte der Kulturen in den jeweiligen Medien gemessen. Die Ergebnisse dieser

Experimente sind in Abbildung 3.17 dargestellt.
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Abbildung 3.17: Expressionsvergleich von CYP105A1 unter Verwendung verschiedener
Kulturmedien. A) Western-Blot mit Anti-CYP105A1: Spur 1: Marker; Spur 2: Signal von gereinigtem
CYP105A1 als Positivkontrolle. Spur 3 induziertes Kontrollsystem MK-0; Spur 4: CYP105A1-Signal
nach 24-stiindiger Expression in LB-Medium, Spur 5: CYP105A1-Signal nach 24-stindiger
Expression in TB-Medium.

B) ODsg; nm von Bacillus megaterium MS941 MK-1, 24 Stunden nach Induktion. Die
Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus drei unabhangigen Experimenten.

Bei Verwendung von TB-Medium zeigte sich im Western-Blot-Experiment ein deutlich
starkeres CYP105A1-Signal (Abbildung 3.17 A). Auch eine Verdoppelung der optischen
Dichte der Kultur konnte beobachtet werden (Abbildung 3.17 B). Demnach steht einer
Biotransformation neben einer starkeren CYP105A1-Expression aufgrund einer
gesteigerten Teilungsrate eine gréRere Anzahl von Wirtsorganismen zur Verfligung. Unter
diesen Bedingungen wurde erneut eine Umsetzung von 50 uM Glimepirid durchgefihrt.

Die daraus resultierende Umsatzsteigerung ist in Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: A) Umsetzung von 50 yM Glimepirid mit MK-1 in TB-Medium B) Umsetzung von
50 yM Glimepirid mit MK-1 in LB-Medium MK-1. Bei den jeweiligen Umsetzungen ist der Verlauf
von Substratabnahme S (Quadrat) und Produktzunahme P (Kreis) gezeigt. Die einzelnen
Messpunkte stellen den Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten dar.

Aus der Abbildung geht hervor, dass das Glimepirid (50 uM) durch die Kultivierung des
Ganzzellssystems MK-1 in TB-Medium deutlich effektiver metabolisiert werden konnte.
Das Substrat konnte nach einer 3,5-stiindigen Reaktionszeit nicht mehr nachgewiesen
werden (Abbildung 3.18 A), wahrend fir die vollstandige Umsetzung derselben
Substratkonzentration in einer Kultur mit LB-Medium tber 30 Stunden bendtigt wurden
(Abbildung 3.18 B). Somit konnte die Effizienz des Systems durch Verwendung von TB-
Medium nahezu verzehnfacht werden.

Nachdem die Katalyseeffizienz des rekombinanten Bacillus megaterium MK-1 im
Vergleich zu den Anfangsbedingungen deutlich verbessert werden konnte, wurden die
Systeme MK-1 und MK-2 erneut in einer Glimepirid-Umsetzung (50 yM) miteinander
verglichen (Abbildung 3.19).
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Abbildung 3.19 A) Vergleich der Ganzzellsysteme MK-1 und MK-2 in der Umsetzung von 50 uM
Glimepirid in TB-Medium. Das Substrat wurde 24 Stunden nach Induktion in einer
Endkonzentration von 50 uM zu den Kulturen gegeben. B) Verlauf der optischen Dichte. Die
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung dreier unabhangig voneinander durchgefihrten
Experimenten dar.

Aus Abbildung 3.19 A geht hervor, dass auch die Aktivitat von Bacillus megaterium MK-2
unter Verwendung von TB-Medium deutlich gesteigert werden konnte. Allerdings zeigte
sich MK-1 gegentiber MK-2 immer noch etwas effektiver in der Umsetzung von 50 uM
Glimepirid (Abbildung 3.19 A). Auch bei dem Vergleich der ODs beider Kulturen wurden
geringfligige Unterschiede beobachtet. Die OD der MK-2-Kultur war im Vergleich zur MK-
1-Kultur etwas niedriger und zeigte im zeitlichen Verlauf sogar eine leicht ricklaufige
Tendenz (Abbildung 3.19 B).

In dem folgenden Experiment sollte die Koexpression der Proteine Arh1 und Etp1™ (516-
618) nachgewiesen werden. Dazu wurden die Systeme MK-2 und MK-0, 24 Stunden nach
Induktion der Expression lysiert und nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Lysate

1" und

1fd

via Western-Blot analysiert. Die Immuno-Blots wurden mit den Antikbrpern Anti-Etp
Anti-Arh1 durchgeflhrt. Der Nachweis der heterologen Expression von Arh1 und Etp
(5616-618) durch das MK-2-Ganzzellsystem ist in Abbildung 3.20 dargestellt.
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Abbildung 3.20: Western-Blot von MK-2-Kulturlysaten 24 h nach Induktion. Das MK-1-System
wurde als Negativkontrolle verwendet. A) Anti-Etp1": Spur 1: Marker; Spur 2: Signal von
gereinigtem Etp1™ (516-518); Spur 3: MK-1-Lysat; Spur 4: Etp1™ (516-518) Signal aus MK-2-Lysat
nach 24-stiindiger Expression in TB-Medium. B) Anti-Arh1: Spur 1: Marker; Spur 2: Signal von
gereinigtem Arh1; Spur 3 MK-1 Lysat; Spur 4: Arh1-Signal nach 24-stiindiger Expression in TB-
Medium.

Aufgrund der hdheren Aktivitat von MK-1 gegeniiber MK-2, wurde das MK-1-System fiir
weitere Optimierungen herangezogen. In dem folgenden Schritt wurde der Effekt von &-
Aminolaevulinat (d-Ala) untersucht. Dieser Ham-Vorlaufer wird Ublicherweise zur
Steigerung der heterologen Expression von Cytochromen P450, so auch zur Steigerung
der CYP105A1-Expression in E.coli zeitgleich mit dem Induktor zugegeben. GemalR der
Literatur wurde eine Endkonzentration von 0,5 mM &-Ala fiir das Experiment verwendet
[Hussain und Ward, 2003; Sawada et al., 2004; Hayashi et al., 2008]. Das Ergebnis der
Umsetzung von 50 pM Glimepirid in Gegenwart von &-Ala ist in Abbildung 3.21
dargestellt.
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Abbildung 3.21: Vergleich einer (A) Glimepirid-Umsetzung (50 uM) und (B) der optischen Dichte
von MK-1-Kulturen mit und ohne Zugabe der Ham-Vorstufe &-Ala. Die Substratzugabe erfolgte 24
Stunden nach der Induktion. Alle Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt.

Durch den Zusatz von ®-Aminolaevulinat konnte die Metabolisierung von Glimepirid
erneut leicht gesteigert werden (Abbildung 3.21 A). Damit scheint der Zusatz von -
Aminolaevulinat auch im Ganzzellsystem mit Bacillus megaterium eine positive Wirkung
auf die Hdm-Assemblierung aufzuweisen. Ein Unterschied in der optischen Dichte konnte

im Vergleich zum Kontrollexperiment nicht beobachtet werden (Abbildung 3.21 B).

3.2.3. Optimierung durch Verbesserung der Bioverfiigbarkeit der Substrate

Es ist bekannt, dass die Bioverfiigbarkeit von Vitamin D3 flir biotechnologische
Anwendungen durch Solubilisierung mit Cyclodextrinen erhéht werden kann [Tuckey et
al., 2008]. Auch im Zusammenhang mit Sulfonylharnstoffen sind durch die Verwendung
von Cyclodextrinen optimierte Effekte beschrieben. So wurde beispielsweise mit
Gliquidon, einem Sulfonylharnstoff-Medikament der 2. Generation, durch Solubilisierung
mit Cyclodextrinen eine gesteigerte Hypoglykdmie am Rattenmodell beobachtet [Miro et
al., 2004]. Entsprechend sollte im Rahmen dieser Arbeit der Effekt einer Solubilisierung
von Glimepirid und Glibenclamid, auf die Effizienz des Ganzzellsystems untersucht
werden.

Um solubilisiertes Glimepirid und Glibenclamid in wassriger Losung quantifizieren zu
kénnen, war zunachst die Bestimmung der jeweiligen molaren Extinktionskoeffizienten
erforderlich. Dazu wurde eine Verdunnungsreihe beider Verbindungen via
Spektralphotometer im Wellenlangenbereich zwischen 200 und 300 nm gemessen.
Anhand der An.x-Werte der Sulfonylharnstoffe Glibenclamid und Glimepirid bei der
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Wellenlange A = 230 nm wurde mithilfe der Origin pro 8.1 G Software eine Bestgerade
erstellt (Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.22: Linearer Kurvenfit einer Verdinnungsreihe von A) Glimepirid und B)
Glibenclamid. Der Kurvenfit wurde mittels Origin pro 8.1 G Software durchgefuhrt. Die
entsprechenden Materialkonstanten ergeben sich aus der Steigung der jeweiligen Geraden.

Die jeweiligen Materialkonstanten ¢ ergeben sich aus der Steigung der jeweiligen
Geradengleichungen. Fiir Glimepirid wurde ein Extinktionskoeffizient von 29,41 mM"'cm™
und fir Glibenclamid wurde ein Extinktionskoeffizient von 25,86 mM'ecm™ errechnet.
Diese Materialkonstanten erlauben die Konzentrationsbestimmung der mithilfe der
Cyclodextrine in Ldsung gebrachten Sulfonylharnstoffe Uber das Lambert-Beersche-
Gesetz.

Neben den Basis-Cyclodextrinen gamma-CD und beta-CD, wurden auch die
derivatisierten beta-Cyclodextrinvarianten RAMEB und HP-beta-CD untersucht. Dazu
wurden zunachst gesattigte Losungen der einzelnen Cyclodextrinderivate in destilliertem
Wasser hergestellt. Die Sulfonylharnstoff-Substrate Glimepirid und Glibenclamid wurden
im Uberschuss zu den Ansatzen gegeben und 16 Stunden auf einem Magnetriihrer
geruhrt. Nach Filtration der Lésungen tiber eine CME-Membran, konnte die Konzentration
von Glimepirid und Glibenclamid in den Losungen Uber das Lambert-Berrsche-Gesetz
berechnet werden. Die Ergebnisse der Solubilisierungsexperimente sind in Abbildung
3.23 dargestellt.
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Abbildung 3.23: Solubilisierungseffektivitat verschiedener Cyclodextrinderivate von Glibenclamid
und Glimepirid. Die Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus drei
unabhangigen Experimenten.

HP-beta-CD zeigte in diesem Experiment die beste Ldsungsvermittlung flr beide
Substrate. Hier konnte die Léslichkeit von 2,3 mg/l auf 670 mg/l £ 29 mg/l nahezu um das
300-fache gesteigert werden. Die Loslichkeit von Glimepirid konnte von weniger als 1mg/I
auf 170 mg/l £ 13 mg/l gesteigert werden. Mit den anderen untersuchten
Cyclodextrinderivaten wurde ebenfalls eine Loslichkeitssteigerung beobachtet, die jedoch
vergleichsweise sehr gering ausfiel. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wurde HP-
beta-CD neben der Solubilisierung von Vitamin D3z auch zur Solubilisierung der
Sulfonylharnstoffe eingesetzt. Vor dem Einsatz von HP-beta-CD in Umsatzexperimenten
sollte jedoch zunachst eine potentielle Toxizitat von HP-beta-CD auf den Wirtsorganismus
untersucht werden.

In der Literatur sind bakterizide Effekte von Cyclodextrinen auf verschiedene
Mikroorganismen beschrieben. Zhang und Mitarbeiter haben sowohl eine
Wachstumsinhibierung als auch eine Zelllyse im Zusammenhang mit den
Cyclodextrinderivaten a-CD und Methyl-beta-CD gegeniber Bacillus halodurans
nachgewiesen [Zhang et al., 2008]. Das fur diese Studien verwendete HP-beta-CD zeigt
wiederum einen toxischen Effekt gegeniber Mycoplasma capricolum und Acholeplasma
laidlawii [Greenberg-Ofrath et al., 1992]. Ein Effekt von HP-beta-CD auf Bacillus
megaterium wurde in der Literatur bisher nicht beschrieben. Eine Wachstumskurve wurde
mit dem Expressionssystem MK-1 in Gegenwart einer HP-beta-CD Konzentration von 4,5

% (w/v) aufgenommen. Das Cyclodextrin wurde zeitgleich mit der Inokulation der
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Hauptkultur zugegeben. Einer Kontrollkultur wurde entsprechend kein Cyclodextrin
zugegeben. Die Anzucht der Zellen erfolgte in LB-Medium, allerdings ohne Induktion der
heterologen Proteinexpression. Der Verlauf der Wachstumskurven ist in Abbildung 3.24

dargestellt.
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Abbildung 3.24: Wachstumskurve einer Bacillus megaterium MK-1 Kultur in Gegenwart einer HP-
beta-CD-Konzentration von 4,5 % in LB-Medium. Als Kontrolle diente eine MK-1-Kultur ohne
Cyclodextrinzusatz. Beide Kulturen wurden nicht induziert.

Beide Kulturen erreichten nach einer ca. 2,5-stiindigen Anlaufphase die exponentielle
Wachstumsphase. Die stationdre Phase der mit Cyclodextrinen kultivierten Zellen wurde
bereits bei einer geringeren OD erreicht. Diese Beobachtung, die als geringflgiger
toxischer Effekt des Cyclodextrins gegenuber Bacillus megaterium interpretiert werden
kdnnte, ist allerdings aufgrund der Einfachbestimmung des Experiments nicht gesichert.
Im Falle der Sulfonylharnstoff-Umsetzungen wird das Substrat mit dem Cyclodextrin
allerdings erst 24 Stunden nach Induktion der Kultur zugegeben. Zu diesem Zeitpunkt
liegt bereits eine hohe Zelldichte mit der maximal exprimierten Menge an CYP105A1 vor.
Bei einer erforderlichen Abweichung dieser experimentellen Vorgehensweise, wie bei der
Umsetzung von Vitamin D3 praktiziert, wird dieser Effekt als Kompromiss in Kauf
genommen. Des Weiteren wurde festgelegt, dass in allen Experimenten eine
Cyclodextrinkonzentration von maximal 2,25 % (w/v) verwendet wird.

Nach erfolgreicher Steigerung der Loéslichkeit von Glimepirid und Glibenclamid, wurde im
folgenden Experiment der Effekt der Ldslichkeitssteigerung auf die Ganzzellumsetzung

untersucht. HP-beta-CD wurde 5 Minuten vor Substratzugabe der bereits 24 Stunden
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zuvor induzierten MK-1-Kultur zugegeben. Die jeweiligen Sulfonylharnstoffe wurden vor
der Zugabe zur Kultur in 500 yl DMSO gel6st. Die Endkonzentration der Substrate betrug
50 uM. Das Ergebnis der Ganzzellumsetzungen ist in Abbildung 3.25 gezeigt.
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Abbildung 3.25: Umsetzungen der Sulfonylharnstoffe mit und ohne Zusatz von HP-beta-CD. Die
Kultivierung wurde in TB-Medium in Gegenwart von 50 uM (A) Glimepirid und (B) Glibenclamid
durchgefiihrt. Die Cyclodextrinzugabe erfolgte 5 min vor der Substratzugabe. Die Endkonzentration
des Cyclodextrins in der Kultur betrug 2,25 % (w/v).Die Substrate wurden vor der Zugabe zu den
Kulturen in 500 yl DMSO gel6st. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt.

Obwohl die Loslichkeit der Substrate um ein Vielfaches gesteigert werden konnte, zeigte
sich durch die Zugabe von CD eine deutliche Reduktion der Umsatzeffizienz mit beiden
Sulfonylharnstoff-Substraten.  Demnach ist HP-beta-CD zur Erhéhung der
Bioverfugbarkeit der Substrate Glibenclamid und Glimepirid fiur eine verbesserte

Ganzzellumsetzung unter diesen Kulturbedingungen ungeeignet.

3.2.4. Umsatzoptimierung durch Membranpermeabilisierung

Ein weiterer Ansatzpunkt fir die Optimierung einer Ganzzelltransformation
niedermolekularer Verbindungen ist die Permeabilisierung der Zellmembranen.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Steigerung der Membranpermeabilitat das
oberflachenaktive Quillaja-Saponin (aus Quillaja saponaria) verwendet. In dem folgenden
Experiment sollte mithilfe des Substrates Glimepirid die glinstigste Saponin-Konzentration
ermittelt werden. Das Ergebnis dieser Studie ist in Abbildung 3.26 dargestellt.
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Abbildung 3.26: MK-1-Metabolisierung von Glimepirid (50 pyM) in Gegenwart verschiedener
Saponin-Konzentrationen. Die Saponin-Zugabe erfolgte 30 Minuten vor der Substratzugabe. Der
Effekt des Saponins wurde eine Stunde nach Substratzugabe analysiert. Alle Experimente wurden
mindestens dreimal wiederholt.

Abbildung 3.26 zeigt eine kontinuierliche Steigerung der Umsetzung von Glimepirid bis zu
einer Saponin-Konzentration von 0,3 %. Diese Konzentration scheint unter den
gegebenen Kultivierungsbedingungen die optimale Konzentration darzustellen. Bei einer
weiteren Steigerung der Saponin-Konzentration wurde wieder ein Rickgang der
Umsatzeffizienz beobachtet.

Im folgenden Experiment wurde ein CYP105A1-abhangige Ganzzellumsetzung mit
Glimepirid und Glibenclamid in Gegenwart der Saponin-Konzentration von 0,3 %
durchgefiihrt (Abbildung 3.27).
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Abbildung 3.27: Ganzzellumsetzung mit Bacillus megaterium MK-1 von A) 50 uM Glimepirid und
B) 50 pyM Glibenclamid in Gegenwart von 0,3 % Saponin. Die Zugabe des Saponins erfolgte 30
min vor der Substratzugabe. (C) Vergleich der optischen Dichte einer Bacillus megaterium-Kultur in
Gegenwart von 0,3 % Saponin nach 24 Stunden Kultivierungszeit. Alle Experimente wurden
mindestens dreimal wiederholt.

Die Abbildungen 3.27 A und 3.27 B zeigen fir beide Sulfonylharnstoff-Substrate eine
deutlich gesteigerte Umsetzung bei der Kultivierung in Gegenwart von 0,3 % Saponin. So
ist die eingesetzte Glimepirid-Menge nach zwei Stunden bereits Uber 80 % metabolisiert
worden, wahrend im Kontrollexperiment in dieser Zeitspanne nur etwa 60 % des
Glimepirids umgesetzt wurden. Glibenclamid wurde in Anwesenheit des Saponins nach
14 Stunden fast vollstandig umgesetzt. Der Vergleichswert der Kontrolle betrug nach 14
Stunden etwa 80 %. Ein Unterschied der Zelldichte durch die Kultivierung mit Saponin
wurde nicht beobachtet (Abbildung 3.35 C). Zusatzlich zu der OD-Messung wurden die
Zellen 24 Stunden nach Substrat- und Saponin-Zugabe mikroskopiert. In der Kultur mit
Saponin-Zusatz wie auch in der Kontrolle war eine hohe Dichte intakter Stadbchen zu
erkennen. Ein toxischer Effekt durch Saponin (0,3 %) konnte damit nicht festgestellt

werden.
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3.2.5. Kombination aller optimierten Parameter in der Umsetzung mit Glimepirid und

Glibenclamid.

Nach eingehender Optimierung der heterologen Proteinexpression sowie des
Substratimports durch Etablierung geeigneter Kulturbedingungen, wurden alle, aus den
Optimierungsschritten erzielten Parameter, in einer Ganzzellumsetzung mit Glimepirid

und Glibenclamid kombiniert. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.28 dargestellt.
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Abbildung 3.28: Umsetzung von (A) 50 uM Glimepirid (S) in das Produkt P1 (Kreis) und (B) 50 uM
Glibenclamid (S) in die Produkte P1(Kreis), P2 (Dreieck) und P3 (Stern) unter optimierten
Bedingungen mit 0.3% Saponin, 0.5 mM &-Ala in TB-Medium mit dem MK-1-System. Die
Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt.

Im Zuge der Optimierung konnte die Effizienz des Ganzzellkatalysators um mehr als das
15-fache gesteigert werden. Vor Beginn der Optimierung wurde fur eine Glimepirid-
Umsetzung (50 pM) mehr als 30 Stunden (Abbildung 3.15 A) bendtigt. Unter den
optimierten Kulturbedingungen wurde dieselbe Glimepirid-Konzentration in ca. zwei
Stunden umgesetzt. Die Reaktionsdauer einer vollstdndigen Umsetzung von 50 uM
Glibenclamid konnte durch die angepassten Bedingungen auf 12 Stunden reduziert
werden. Zu Beginn der Optimierung des Systems konnte keine vollstandige Umsetzung

von 50 uM Glibenclamid beobachtet werden (nicht gezeigt).

In Abbildung 3.29 sind die Chromatogramme der Ganzzellumsetzungen von Glimepirid

und Glibenclamid dargestellt.
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Abbildung 3.29: HPLC-Chromatogramme von in vivo-Umsetzungen mit dem rekombinanten
Bacillus megaterium MS941-System MK-1 in TB-Medium von (A) Glimepirid (durchgezogene
schwarze Linie: Glimepirid-Umsetzungen mit MK-1, gestrichelte rote Linie: Kontrolle mit MK-0,
gepunktete blaue Linie: TB-Mediumextrakt) und (B) Glibenclamid (durchgezogene schwarze Linie:
Glibenclamid-Umsatz mit MK-1, gestrichelte rote Linie: Kontrolle mit MK-0, gepunktete blaue Linie:
TB-Mediumextrakt mit Substrat) Alle nicht bezeichneten Chromatogrammsignale stellen
Verunreinigungen aus dem Ganzzellextrakt dar. Die Probenentnahmen zur Analyse der Glimepirid-
Umsetzungen erfolgten eine Stunde und zur Analyse der Glibenclamid-Umsetzungen 6 Stunden
nach der Substratzugabe.

Wie aus de Abbildung 3.29 zu entnehmen ist, sind die Produktmuster der in vivo-
Umsetzungen von Glimepirid und Glibenclamid mit Bacillus megaterium MK-1 identisch
mit den Produktmustern der in vitro-Umsetzungen (Abbildung 3.10 A, B) mit gereinigtem
CYP105A1. Die HPLC-Signale, die keinem Produkt zuzuordnen sind, stellen
Verunreinigungen aus dem Kulturmedium dar. Die Chromatogramme der

Kontrollexperimente mit dem MK-0-System belegen, dass Bacillus megaterium keine
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Aktivitat gegenuber Glimepirid und Glibenclamid besitzt. Daraus wurde abgeleitet, dass

Sulfonylharnstoffe nicht zum Substratspektrum von Bacillus megaterium gehoren.

3.2.6. NMR-Srukturaufklarung

Mithilfe des Ganzzellbioktalysators MK-1 erfolgte die Produktion der Hauptmetabolite der
Sulfonylharnstoffe Glimepirid und Glimepirid zur Strukturaufklarung via NMR. Die
Produkte der Ganzzellumsetzungen konnten mit einer Ausbeute von ca. 25 mg
(Glimepirid P1) bzw. ca. 35 mg (Glibenclamid P1) aus den jeweiligen Bacillus
megaterium-Extrakten gereinigt werden. Diese Mengen waren absolut ausreichend flir die
Strukturaufklarung. Die Durchflihrung der Ganzzellumsetzung sowie der Praparation der
Hauptmetabolite sind im Material- und Methodenteil der vorliegenden Arbeit beschrieben.
Die HPLC-Chromatogramme der gereinigten Hauptprodukte von Glimepirid und
Glibenclamid sind der Abbildung 7.7 des Anhangs zu entnehmen.

Die NMR-Messung sowie die Auswertung der Strukturdaten (siehe Anhang) der
gereinigten Produkte wurden von Herrn Dr. J. Zapp am Lehrstuhl fir pharmazeutische
Chemie durchgefihrt. In Abbildung 3.30 sind die Reaktionsgleichungen des CYP105A1-

abhangigen Metabolismus der Sulfonylharnstoffe Glimepirid und Glibenclamid dargestellit.
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Abbildung 3.30: Reaktionsgleichungen des CYP105A1-abhangigen Metabolismus von Glimepirid
und Glibenclamid. Die durch die Reaktion mit den jeweiligen Sulfonylharnstoffen eingeflihrten OH-
Gruppen der Hauptprodukte sind rot markiert.
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3.2.7. Stabilitat der Derivate von Glimepirid und Glibenclamid

Glibenclamid wird im Zuge der CYP105A1-abhangigen Reaktion zu einem Hauptprodukt
(P1) und zwei Nebenprodukten (P2, P3) metabolisiert. In diesem Zusammenhang wurde
ein stabiles Verhaltnis von Haupt- und Nebenprodukten (P1: P2: P3 = 7.5: 2.5: 0.5) Uber
einen langen Beobachtungszeitraum festgestellt. Keines der Experimente lieferte

Hinweise auf eine Folgemetabolisierung oder Degradation eines dieser Produkte.

Die Metabolisierung von Glimepirid durch den Ganzzellkatalysator fuhrt zu einem Produkt
(P1), welches im Zuge der HPLC-Analytik mit einer Retentionszeit von 2,5 Minuten eluiert
wird. Obwohl zunachst ebenfalls von einer Stabilitat dieses Produkts ausgegangen wurde,
lieferte die NMR-Strukturaufklarung den Hinweis auf eine Folgemetabolisierung. Im
Rahmen der Strukturaufklarung wurde eine auffallige Struktur mit einem Phenolrest
identifiziert, die mit dem Glimepirid-Metabolismus in Verbindung gebracht werden konnte.
Aufgrund dieser Beobachtung wurde das Produktmuster einer Umsetzung von 50 uM
Glimepirid 24 Stunden nach Substratzugabe untersucht. Die Analyse dieser Kultur zeigte
die vollstandige Metabolisierung des Glimepirids nach 3 Stunden in das Produkt (P1). Das
Substrat konnte bei einer Retentionszeit von etwa 12 Minuten nicht mehr nachgewiesen
werden und das resultierende Produkt P1 wurde erwartungsgemall bei einer
Retentionszeit von 2,5 Minuten detektiert. Die HPLC-Analyse der 24 Stunden Probe
zeigte Uberraschenderweise eine fast vollstandige Bildung eines Folgeprodukts (P1f) mit

einer Retentionszeit von 1,8 Minuten (Abbildung 3.31).

94



Ergebnisse

600 7/
| P1f —— 3 h nach Substratzugabe
500 - —— 24 h nach Substratzugabe
> 4
£ 400-
c ]
2 300 )
= i
= |
2
2 200-
=g ]
100 - ’\
0 g T g l" T y
0 2 12 14
Retentionszeit (min)

Abbildung 3.31: Folgeproduktbildung (P1f) von 3-R-Hydroxy-Cyclohexylglimepirid (P1) durch
Verlangerung der Kultivierungszeit. Die Probenanalysen erfolgten 3 Stunden und 24 Stunden nach
der Substratzugabe (Glimepirid 50 uM) zu einer MK-1-Kultur, welche 24 Sunden zuvor induziert
wurde.

In den HPLC-Analysen der vorherigen Experimente, wurde das Folgederivat (P1f) durch
Verunreinigungen aus dem Kulturmedium maskiert. Denn sowohl das Folgeprodukt (P1f)
als auch eine Verunreinigung des Kulturmediumextraktes zeigen ein Signal bei der
Retentionszeit von 1,8 Minuten (vergl. Abbildung 3.29 A).

3.2.8. Einfluss der Batch-Kultivierung auf die Aktivitat des Ganzzellsystems

Zum Aufbau des Ganzzellsystems wurde das so genannte Batch-Kultivierungsverfahren
verwendet. Aufgrund der Diskontinuitat dieser Kultivierungsmethode Ilasst sich das
Wachstum der Mikroorganismen anhand einer typischen Wachstumskurve mit den
Stationen der Anlaufphase, der exponentiellen Phase, der stationdren Phase sowie der
Absterbephase beschreiben. Die Ursache des Erreichens der stationaren- und der
Absterbephase liegt zum einen an einer beginnenden Nahrstoffverarmung des
Kulturmediums und zum anderen in der Anhaufung toxisch wirksamer
Stoffwechselprodukte [Richter, 2003]. Der limitierende Effekt dieser Methode auf die
heterologe Proteinexpression des Ganzzellsystems wurde anhand mehrerer Experimente
beobachtet und konnte durch die Verwendung des reichhaltigen TB-Mediums deutlich
verbessert werden. In den folgenden Experimenten sollte die Auswirkung der Batch-
Kultivierungsmethode auf die Umsetzungsaktivitat des Systems unter den optimierten
Kultivierungsbedingungen untersucht werden.

Zunachst wurde ermittelt, ob das System bei der Substratzugabe nach einer 48-stiindigen

Expressionszeit dieselbe Umsetzungseffizienz zeigt, wie nach der 24-stiindigen
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Expressionszeit. Dieses Experiment erfolgte in Anlehnung an die Ergebnisse der
Western-Blot-Experimente zum Nachweis der heterologen CYP105A1-Expression. Dabei
wurden nach 24- und 48-stlindiger Expressionsanalyse CYP105A1-Signale von nahezu
gleicher Intensitat beobachtet (vergl. Abbildung 3.16). Zur Durchfiihrung des Experiments
wurde das Bacillus megaterium-System MK-1 verwendet. Die Endkonzentration des
Glimepirids betrug 50 uM. Die Kultivierung wurde in TB-Medium, allerdings ohne Zugabe
von Saponin durchgeflihrt (Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32: Substratzugabe (50 pM Glimepirid), 24- und 48 Stunden nach der CYP105A1-
Expressionstart mit 5 mg/ml Xylose. Die Kultivierung erfolgte in TB-Medium (ohne Saponin- und &-
Ala-Zusatz). Der Fortschritt der Substratumsetzung wurde via HPLC-Analyse verfolgt. Die
Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus mindestens drei unabhangigen
Experimenten.

Bei der Substratzugabe nach einer Expressionszeit von 48 Stunden wurde ein 8-facher
Ruckgang der Umsatzkapazitat beobachtet. Anstelle von nahezu 100 % (24 mg/l) wurden

im Zeitraum von 3,5 Stunden nur etwa 12.5 % (3 mg/l) des Glimepirids metabolisiert.

In einem weiteren Experiment wurde die Aktivitat des Systems in Gegenwart einer hohen
Substrat-Konzentration (400 uM Glimepirid) untersucht. Dieses Experiment sollte zeigen,
ob und in welchem Zeitraum diese Substratkonzentration vollstandig metabolisiert werden
kann. Abbildung 3.34 zeigt den Vergleich einer Substratumsetzung mit den Glimepirid
Endkonzentrationen 50 yM und 400 uM.
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Abbildung 3.33: Umsetzungsexperiment mit den Glimepirid-Konzentrationen A) 50 uM und B) 400
M) in Gegenwart von 0.3% Saponin und 0,5 mM &-Ala. Die Kultivierung erfolgte in TB-Medium.
Die Substratzugabe erfolgte 24 Stunden nach der Induktion der CYP105A1-Expression der
Mittelwert und die Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus drei
unabhangigen Experimenten.

Aus der Abbildung geht hervor, dass die Glimepirid-Konzentration von 400 yM nur zu
etwa 25 % metabolisiert werden konnte. Die Produktbildung stagnierte nach etwa 2,5
Stunden (Abbildung 3.33 B). Bis zu diesem Zeitpunkt wurden etwa 47,5 mg/l Glimepirid
(ca. 100 uM) in das hydroxylierte Produkt umgewandelt.

Die Kulturen wurden 12 Stunden nach der Substratzugabe mikroskopisch untersucht. In
der Probe der Kultur in Gegenwart der geringen Glimepirid-Konzentration (50 uM) konnte
eine hohe Stabchendichte beobachtet werden. Abbildung 3.34 A zeigt eine teilungsaktive
Bacillus megaterium-Zelle. Die Mikroskopie der Kultur, die einer hohen Glimepirid-
Konzentration (400 uM) ausgesetzt wurde, zeigte hingegen eine deutlich reduzierte
Stabchendichte. Vorherrschend wurden protoplasten-ahnliche Formationen sowie Debris
beobachtet (Abbildung 3.34 B).

97



Ergebnisse

Abbildung 3.34: Mikroskopie einer Bacillus megaterium-Kultur MK-1 mit A) 12 Stunden nach
Zugabe von 24 mg/l Glimepirid (50 uM) und B) 12 Stunden nach Zugabe von 196 mg/l Glimepirid
(400 uM). Die Bacillus megaterium-Zellen sind durch weilRe Pfeile gekennzeichnet. (Vergrofierung:
1000-fach Olimmersion; Fotographie: Adrian Gerber)

Die vorliegenden  Ergebnisse belegen eindeutig eine  Methoden-bedingte
Aktivitatslimitierung. Die Umsetzungsaktivitat des Ganzzellsystems unterliegt sowohl einer

zeitlichen Abhangigkeit, als auch einer Abhangigkeit von der Substratkonzentration.

3.2.9. Ganzzellbiokonversion von Vitamin D.

Nach der erfolgreichen Etablierung des Ganzzellsystems mithilfe der Sulfonylharnstoffe
wurde unter Einbeziehung der gewonnenen Erkenntnisse eine Biotransformation mit dem
Substrat Vitamin D; durchgefuhrt. Aufgrund der nachgewiesenen Aktivitatsminderung
durch die Koexpression der heterologen Redoxpartner Arh1 und Etp1™(516-618) und der
effizienten Elektronenunterstiitzung durch wirtseigene Redoxproteine wurde fiir die
folgenden Experimente lediglich das CYP105A1 (R73V/R84A) exprimierende MK-3-
System als Wirtssystem fir die Vitamin D3;-Umsetzung herangezogen. Der Umgang mit
Vitamin D als Substrat im Vergleich zu den Sulfonylharnstoffen deutlich anspruchsvoller.
So ist beispielsweise ist die Verwendung von Cyclodextrinen aufgrund der schlechten
Bioverfugbarkeit essentiell. Um dies zu verdeutlichen, wurde eine Vitamin D3 in vivo-
Umsetzung mit und ohne Verwendung von HP-beta-CD durchgefihrt. In dem
Kontrollexperiment ohne Cyclodextrinsolubilisierung, wurde Vitamin D; geldst in 500 pl
Ethanol zugegeben. Abweichend zu der experimentellen Vorgehensweise bei den
Sulfonylharnstoff-Umsetzungen, wurde das Substrat der Kultur bereits zwei Stunden nach
der Induktion der CYP105A1 (R84A/R73V)-Expression zugegeben.
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Abbildung 3.35: HPLC-Chromatogramme einer Vitamin Ds;-Umsetzung mit Bacillus megaterium
MK-3 in TB-Medium mit 0,5 mM &-Ala und 0,3 % Saponin. Das Substrat wurde vor der Zugabe zur
Kultur mit HP-beta-CD solubilisiert (schwarze Linie) oder in 500ul Ethanol gelost (rote Linie) und
zwei Stunden nach der Induktion der heterologen Proteinexpression zu der Kultur gegeben. Die
Endkonzentration des Cyclodextrins im Kulturmedium betrug 2,25% (w/v) und die des Ethanols 2
% (vl/v). Die gezeigten HPLC-Chromatogramme entsprechen der Analyse von 0,5 ml
Probenvolumen, 24 Stunden nach der Substratzugabe. Die Endkonzentration von Vitamin Dj in
den Kulturen betrug 50 upM. Die Extraktion erfolgte mit 4-fachem Volumen von
Chloroform/Methanol (3:1) [Hayashi et al, 2010]. B) HPLC-Chomatogramm des 25-OH-Vitamin D;-
Standards.

Wahrend unter Verwendung von Ethanol als Loésungsvermittler keine Umsetzung
beobachtet werden konnte, zeigte die HPLC-Analyse von 0,5 ml Kulturvolumen nach
einer 24-stiindigen Kultivierungszeit ein Signal bei einer Retentionszeit von 4 Minuten
(Abbildung 3.35 A). Dieses Signal konnte mithilfe eines Produktstandards (Abbildung 3.35

B) dem gewlinschten Produkt 25-OH-Vitamin D; zugeordnet werden.

In einem weiteren Experiment wurde eine Vitamin D-Umsetzung in Abhangigkeit
steigender Substratkonzentrationen (50-, 100- und 150 uM) untersucht. Die jeweiligen
Substratmengen wurden vor der Zugabe zu den jeweiligen Kulturen in HP-beta-CD-
Losungen solubilisiert. Mit dieser experimentellen Vorgehensweise wurde unter anderem
sichergestellt, dass jede Kultur trotz unterschiedlicher Substratkonzentrationen dieselbe
Cyclodextrinendkonzentration von 2,25 % (w/v) beinhaltete. Die Substratzugabe erfolgte
zwei Stunden nach Induktion der Proteinexpression.

Parallel dazu wurde in diesem Experiment auch der Effekt des Saponins untersucht. Dazu
wurde die an das System angepasste Endkonzentration von 0,3 % (w/v) verwendet. Die
Kulturen des Kontrollexperiments wurden entsprechend ohne Saponin kultiviert. Die
Saponin-Zugabe erfolgte zusammen mit der Substratzugabe zwei Stunden nach Induktion
der CYP105A1 (R84A/R73V)-Expression. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.36

dargestellt.
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Abbildung 3.36: Vitamin D;-Metabolismus mit Bacillus megaterium MK-3 in Abhangigkeit der
Substratkonzentration und Saponin (0,3 %). Die Substrate wurden 2 Stunden nach Induktion,
solubilisiert in HP-beta-CD zugegeben. Die Saponin-Zugabe erfolgte 30 Minuten nach Induktion.
Die Konzentrationen der Produkte 25-OH-Vitamin D; wurden anhand des HPLC-Prouktintegrals
Uber eine Eichgerade quanzifiziert. Die Analyse der Reaktionen erfolgte 24 h nach Substratzugabe.
Die Standardabweichung der einzelnen Messpunkte resultiert aus drei voneinander unabhangigen
Experimenten.

Aus der Abbildung 3.36 geht hervor, dass das Ausmal der 25-OH-Vitamin D;-Bildung
abhangig von der eingesetzten Substratkonzentration zu sein scheint. Es zeigte sich mit
zunehmender Substratkonzentration eine zunehmende Produktbildung, obwohl das
eingesetzte Substrat in keinem Fall anndhernd vollstdndig metabolisiert wurde (siehe
Tabelle 3.6).

In Kombination mit Saponin (0,3 %) wurde ab einer Substratkonzentration von 100 yM
eine deutliche Steigerung dieses Effeks beobachtet. Bei der Substratkonzentration von 50

MM konnte hingegen kein Saponin-Effekt festgestellt werden.
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Tabelle 3.6: 25-OH-Vitamin Ds-Ausbeuten bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen, mit und
ohne Saponin binnen 24 Stunden. Die Cyclodextrinkonzentration betrug bei allen Ansatzen 2,25 %
(W/v).

25-OH-Vitamin D,

(0,3 % Saponin)

Substrat Vitamin D; 25-OH-Vitamin D3

(0 % Saponin)

(uM) (mg/l) (uM) (mg/l) (uM) (mg/l)
50 19,2 0,31 0,12 0,28 0,11
100 38,5 0,46 0,17 1,07 0,41
150 57,7 0,61 0,24 1,36 0,52

Die aktuell héchste Produktbildung wurde im Zusammenhang mit 0,3 % Saponin bei der
Substratkonzentration 150 pM mit ca 0,5 mg/l Kultur in 24 Stunden erzielt. Die
Besonderheit dieses Ergebnisses ist, dass hier eine Vervierfachung der Produktbildung
ganzlich ohne Beeinflussung des Ganzzellsystems auf der Ebene der Proteinexpression
oder der Zelldichte erzielt wurde. Die Steigerung ist ausschlieBlich auf die

Darreichungsform des Substrates zurtickzufuhren.

Die Derivate 1a-OH-Vitamin D3 sowie 1a, 25-(OH),-Vitamin D3 konnten, wie schon bei
den in vitro-Experimenten mit gereinigtem CYP105A1 (R84A/R73V), auch im Rahmen der

Ganzzellbiotransformation nicht nachgewiesen werden.
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4. Diskussion

4.1. CYP105A1-abhédngiger Sulfonylharnstoff-Metabolismus im Kontext der

bioinformatischen Docking-Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, neben der 25-Hydroxylierung von Vitamin Ds, ein
kommerziell nutzbares Ganzzellsystem zur Herstellung interessanter Derivate von
ausgewahlten Sulfonylharnstoffen zur Behandlung von Diabetes mellitus Typ 2 zu
etablieren. Im Rahmen einer bioinformatischen Voruntersuchung wurden die
Sulfonylharnstoffe  Glimepirid, Glibenclamid, Glipizid, Gliclazid, Tolbutamid und
Chlorpropamid in die Kristallstruktur des CYP105A1 gedockt. Mithilfe dieses Experiments
sollte durch die Berechnung der Bindungsaffinitaten eine Rangfolge der einzelnen
Sulfonylharnstoffe zur Isolierung der beiden fiir eine Umsetzung mit CYP105A1 am
besten geeigneten Verbindungen erstellt werden. Diese Rangfolge ist in Abbildung 3.2
dargestellt. Zur Verifizierung der bioinformatischen Docking-Ergebnisse wurden die
Verbindungen in einer CYP105A1-abhangigen in vitro-Umsetzung miteinander verglichen
(Abbildung 3.10). Es zeigte sich, dass die aus den Berechnungen abgeleitete Rangfolge
durch die in vitro-Umsetzungen bestatigt werden konnten und Glimepirid, gefolgt von
Glibenclamid, die hochste Affinitat zum CYP105A1 Dbesitzt. Interessanterweise
reprasentieren diese Wirkstoffe die aktuell bedeutsamsten Medikamente dieser
Substanzklasse [Rote Liste, 2011].

Interessanterweise zeigte die Verbindung Chlorpropamid, ein Sulfonylharnstoff der 1.
Generation im Docking-Experiment die geringste Affinitdt zu CYP105A1. In dem in vitro-
Assay konnte in der vorgegebenen Reaktionszeit kein Produkt detektiert werden
(Abbildung 3.10 F). Sulfonylharnstoffe werden in der Leber Uberwiegend Uber das
Cytochrom P450 CYP2C9 metabolisiert [Holstein und Beil, 2009]. Das brachte dem
Enzym den zusatzlichen Namen Tolbutamid-Hydroxylase ein [Jones et al., 1996].
Erstaunlicherweise wird Chlorpropamid im menschlichen Organismus ebenfalls kaum in
der Leber Uber CYP2C9 metabolisiert und fast vollstandig renal eliminiert [Wellhéner,
1992]. Die Ebenfalls sehr geringe Affinitdt von CYP105A1 gegeniber Chlorpropamid kann
damit als Beispiel fir die molekulare Mimikry eines |8slichen bakteriellen Cytochrom P450

zu einem membranstandigen mikrosomalen Sauger-Cytochrom P450 gedeutet werden.

Die Strukturen der Hauptprodukte von Glimepirid und Glibenclamid wurden via NMR-
Analyse aufgeklart. Im menschlichen Organismus wird Glimepirid im Zuge des
hepatischen Phase-I-Metabolismus an der Methylgruppe des Cyclohexylrings in zwei
aufeinander folgenden Hydroxylierungen zur Carbonsaure oxidiert [Badian et al., 1996].
Im Docking-Experiment mit CYP105A1 stellte dieser Methylrest ebenfalls die bevorzugte
Hydroxylierungsposition dar. Allerdings wurde das Hauptprodukt in der NMR-
Strukturaufklarung als R-3-Hydroxycyclohexyl-Glimepirid identifiziert. Die tatsachliche
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Hydroxylierung befindet sich demnach ein C-Atom neben der vom Modell vorhergesagten
Position.

Fur Glibenclamid sind in der Literatur zwei Derivate beschrieben, die im Zuge des Phase-
I-Metabolismus gebildet werden. Diese wurden als cis-3-Hydroxycyclohexyl-Glibenclamid
und trans-4-Hydroxycyclohexyl-Glibenclamid identifiziert [Rydberg et al., 1991]. Im
Docking-Experiment wurde sowohl Position 3 als auch Position 4 als bevorzugtes Ziel der
Funktionalisierung des Cyclohexylrings dargestellt. Durch den errechneten kirzeren
Bindungsabstand zum Ham-Eisen (2.50 A) wurde Position 4 im Model als die
wahrscheinlichste Hydroxylierungsposition ermittelt. Aber auch in diesem Fall wurde via
NMR-Strukturaufklarung eine Hydroxylierung in Position 3 festgestellt. Stereochemisch
betrachtet handelt es sich bei dem Glibenclamid-Derivat um cis-3-Hydroxycyclohexyl-
Glibenclamid und demnach um einen der beiden beschriebenen Phase-I-Metabolite.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich das verwendete CYP105A1-
Modell und das durchgeflinrte Substrat-Docking gut eignet, um Bindungsaffinitaten
verschiedener Verbindungen vorherzusagen und auch um eine wahrscheinliche
Orientierung der Verbindungen zum Hamring zufrieden stellend darzustellen. Fir eine
exakte Beschreibung der tatsachlichen Hydroxylierungspositionen, was anhand der
Verbindungen Glimepirid und Glibenclamid gezeigt wurde, war das Modell aber nicht
geeignet. Dies ist vermutlich darauf zurtickzufiihren, dass die Flexibilitdt des Enzyms im
Sinne einer induced fit-Konformationséanderung bei dem verwendeten Modell nicht
bertcksichtigt werden konnte.

Mithilfe des Substrat-Dockings wurde weiterhin beobachtet, dass die Reste R84 und R73
an der Stabilisierung der Sulfonylharnstoff-Substrate im aktiven Zentrum von CYP105A1
von groRer Bedeutung sind (nicht gezeigt). Interessanterweise wurden diese flir den
Sulfonylharnstoff-Metabolismus essentiellen Arginin-Reste, im Zuge der Optimierung flr
die Vitamin D-Umsetzung durch 84A und 73V ersetzt, was in einer deutlichen Steigerung
des Vitamin D-Metabolismus resultierte [Hayashi et al., 2008; Hayashi et al., 2010]. Daher
wurde im Umkehrschluss eine gesteigerte Umsetzung der Sulfonylharnstoffe mit der
Mutante (R84A/R73V) nicht erwartet und demzufolge von einer Sulfonylharnstoff-
Umsetzung mit der CYP105A1-Mutante abgesehen.

4.1.1. Etablierung eines geeigneten Regenerationssystems unter Einbeziehung

wirtschaftlicher Aspekte fiir in vitro-Studien

In dieser Arbeit wurde ein alternatives Redoxsystem zur Unterstlitzung der CYP105A1-
Reaktion etabliert. Es konnte gezeigt werden, dass die Redoxproteine Etp1™ (516-618)
und Arh1 aus Schizosaccharomyces pombe eine CYP105A1-abhangige

Substratumsetzung sehr effizient unterstiitzen kdnnen. In der Literatur ist beschrieben,
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dass die Reduktase Arh1 neben NADPH auch das deutlich gunstigere NADH als
Elektronendonor akzeptiert. Daher wurden im Zuge der Etablierung der in vitro-Reaktion
beide Optionen (NADPH mit dem Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase-System und
NADH mit dem Alkohol-Dehydrogenase-System) miteinander verglichen. Mit NADH als
Elektronendonor konnte zwar eine Umsetzung mit Glimepirid beobachtet werden, die
Produktbildung betrug allerdings nur etwa ein zehntel der Produktbildung die unter
Verwendung des NADPH-regenerierenden Systems erzielt wurde. Daher war die
Verwendung von NADH nicht geeignet.

Ein weiterer Ansatz zur Kostenreduktion des in vitro-Systems war es zu untersuchen, ob
die glinstigere, oxidierte Variante des Elektronendonors -NADP*- anstelle von NADPH
verwendet werden kann. Uberraschend zeigte sich, dass die Umsetzungseffizienz in in
vitro-Experimenten mit 250 uM Glimepirid unter Verwendung von NADP" im Vergleich zu
NADPH sogar geringfiigig gesteigert werden konnte (Abbildung 3.8 B). Den Ansatz einer
maoglichen Erklarung fiir diese Beobachtung liefert der Umstand, dass fiir eine produktive
Umsetzung mit CYP105A1 ein hoher Elektronendruck erforderlich zu sein scheint. So ist
beispielsweise in der Literatur die Verwendung einer NADPH-Konzentration von 1 mM flr
eine  CYP105A1-Reaktion  beschrieben, welche einer deutlich geringeren
Substratkonzentrationen von 2,5-25 yM Vitamin D gegenlbersteht [Sawada et al., 2004].
Des Weiteren wurde durch die Ergdnzung des Elektronendonor-Regenerationssystems
eine deutlich gesteigerte Substratumsetzung erzielt (Abbildung 3.8 A), da es die
Aufrechterhaltung des notwendigen Elektronendrucks gewahrleistet. Es stellt sich nun die
Frage, welchen Einfluss die jeweiligen Zustandsformen des NADPH auf das
Regenerationssystem ausiben. Jede Enzymreaktion, so auch die der Glukose-6-
Phosphat-Dehydrogenase, wird durch ihre kinetischen Parameter bestimmt. Demzufolge
beeinflusst die Konzentration des Kosubstrates NADP" die Regenerationsgeschwindigkeit
bis zum Erreichen des V«-Wertes des Enzyms. Im Falle von initial eingesetztem NADPH
muss das Kosubstrat NADP* erst durch die Reduktion der Redoxpartner und der
anschlielenden CYP-Reaktion flir das Regenerationssystem bereitgestellt werden. Bei
der Verwendung von NADP® hingegen ist diese Abhéangigkeit nicht gegeben. Die
Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase kann dadurch weitaus effizienter arbeiten und das
Gleichgewicht liegt weit auf der Seite der NADPH-Bildung.

4.2. Ganzzellsystem

Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden durch Transformation von Bacillus megaterium
MS941-Zellen CYP105A1-exprimierende Ganzzellbiokatalysatoren generiert. Anhand
optimierter Kultivierungsbedingungen konnte mit den entsprechenden Stdmmen eine

effiziente Hydroxylierung der Sulfonylharnstoffe Glimepirid und Glibenclamid sowie die
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Umsetzung von Vitamin D3 in den Metaboliten 25-OH-Vitamin D; gezeigt werden. Die
heterologe Expression von CYP105A1 bzw. der fur die Vitamin D-Hydroxylierung
verwendeten Doppelmutante CYP105A1 (R73V/R84A) wurde mithilfe einer Western-Blot-
Analyse nachgewiesen. Obwohl auch die Koexpression der heterologen Redoxpartner
Etp1™(516-618) und Arh1 nachgewiesen werden konnte, stellte sich heraus, dass Bacillus
megaterium MS941 (ber ein Elektronentransfersystem verfligt, welches die CYP105A1-
Reaktion sehr effizient unterstlitzen kann. Bacillus megaterium zeichnete sich darlber
hinaus durch seine einfache Kultivierbarkeit, die geringe Generationszeit sowie die stabile
und funktionell aktive Expression der heterologen Proteine als sehr gutes Wirtssystem

aus.

4.2.1. Wirtseigener Elekronentransfer zur Unterstiitzung der CYP105A1-Reaktion

Die CYP105A1-abhangige Hydroxylaseaktivitdt gegenuber den Substraten ohne
Koexpression der heterologen Redoxpartner Etp1™ (516-618) und Arh1 wurde nicht
erwartet. Dies bedeutet aber, dass der Elektronentransfer zum CYP105A1 durch
wirtseigene Redoxproteine unterstitzt wird. Daraus ergibt sich der weitere wesentliche
Vorteil des Wirtsorganismus, namlich dass eine Koexpression zusatzlicher Redoxproteine
nicht erforderlich ist. Anhand mehrerer Experimente konnte gezeigt werden, dass eine
Koexpression durch den gesteigerten Nahrstoffbedarf (vergl. Abbildung 3.16) in einer
reduzierten Substratumsetzung resultiert (vergl. Abbildungen 3.15 und 3.19).

Es stellt sich die Frage, welches wirtseigene Redoxsystem flir den Elektronentransport
zum CYP105A1 verantwortlich ist. Aktuell werden in der Arbeitsgruppe alle Cytochrome
P450 sowie die Redoxproteine aus dem Genom von Bacillus megaterium MS941 kloniert,
heterolog exprimiert und charakterisiert. Neben BM-1 und BM-3 sind noch zwei weitere
Vertreter der CYP109-Familie im Genom von Bacillus megaterium MS941 codiert.
Wahrend der Elektronentransport von BM-3 durch eine 66 kDa Domane innerhalb des
Proteins realisiert wird [Narhi et al., 1987] (vergl. Tabelle 1.2), zdhlen BM-1 sowie die
beiden Vertreter der CYP109-Familie zu den klassischen bakteriellen Cytochromen P450,
die auf zusatzliche Redoxproteine zur Bereitstellung von Elektronen fiir die Reaktion
angewiesen sind. Es ist davon auszugehen, dass das Elektronentransfersystem eines
dieser drei loslichen Cytochrome P450 auch fir die Reduktion von CYP105A1

verantwortlich ist.

4.2.2. Batch-Kultivierungsmethode

Die Entwicklung des Ganzzellsystems erfolgte mithilfe der so genannten Batch-

Kultivierungsmethode. Bei diesem Verfahren werden Zellen in einem festgelegten
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Kulturvolumen mit einem definierten Nahrstoffangebot kultiviert. Aufgrund des einfachen
experimentellen Aufbaus und der geringen Anforderungen an die Labor-Ausstattung, ist
diese Methode zur Entwicklung eines Ganzzellsystems pradestiniert. Sie erlaubt eine
umfangreiche Austestung verschiedener Kulturbedingungen, da sie einen hohen
experimentellen Durchsatz in geringem Kulturvolumenmalistab gewahrleistet. Daher
wurden Experimente zur Etablierung und Optimierung des Ganzzellkatalysators in Form
dieses diskontinuierlichen Kultivierungsverfahrens durchgefuhrt. Mithilfe des Batch-
Verfahrens konnten geeignete Bedingungen 2zu einer effizienten heterologen
Proteinexpression bei gleichzeitiger Bereitstellung hoher Zelldichten etabliert werden.
Auch spezielle Anforderungen der einzelnen Substrate an die Ganzzellbiokonversion
konnten mit dieser Methode erfolgreich untersucht werden.

Ein Nachteil des Verfahrens ist allerdings die Abhangigkeit der Aktivitat des
Biokatalysators von der Nahrstoffsituation.

Beispielsweise haben Western-Blot-Experimente eines in LB-Medium kultivierten MK-2-
Systems gezeigt, dass eine Koexpression heterologer Redoxpartner zu lasten der
CYP105A1-Expression stattfindet. Auch im reichhaltigeren und gepufferten TB-Medium
verursachte die Koexpression von Arh1 und Etp1™ (516-618) immer noch eine geringfiigig
reduzierte Umsetzungsaktivitat gegenuber Glimepirid.

Ein weiteres Experiment zeigte die zeitlich begrenzte Aktivitat des Systems. In diesem
Experiment erfolgte die Substratzugabe (50 uyM Glimepirid) 24- und 48 Stunden nach
Induktion der CYP105A1-Expression. Bei der Substratzugabe, 48 Stunden nach Induktion
zeigte sich ein 8-facher Rickgang der Hydroxylierungsaktivitdt im Vergleich zu dem
Kontrollexperiment mit einer Substratzugabe 24 Stunden nach Induktion. Aufgrund der
reduzierten intrinsischen Proteaseaktivitdt von Bacillus megaterium [Vary, 1994; Vary et
al., 2007] wird eine Degradation des heterolog exprimierten CYP105A1 nicht erwartet.
Auch entsprechende Western-Blot-Experimente haben gezeigt, dass diese Beobachtung
nicht im Zusammenhang mit einer CYP105A1-Degradation steht, da die
Signalintensitaten des CYP105A1, 24- und 48 Stunden nach der Induktion identisch
waren (vergl. Abbildung 3.16).

In einem weiteren Experiment wurde das System mit einer hohen Substratkonzentration
konfrontiert. Im Rahmen dieses Experiments sollte untersucht werden, ob und in welchem
Zeitraum 400 pM Glimepirid vollstandig durch den Ganzzellkatalysator metabolisiert
werden kann. Es stellte sich heraus, dass diese Substratkonzentration (196 mg/l) nur zu
etwa 25 % umgesetzt wurde und die Metabolisierung nach etwa 2,5 Stunden stagnierte.
Eine Mikroskopie dieser Kultur (400 uM) zeigte vorherrschend Protoblasten-ahnliche
Bacillus megaterium-Zellen (Abbildung 3.35 B) sowie Debris. Es wird vermutet, dass es

sich bei den zelluldren, Protoblasten-dhnlichen Gebilden um Sporen handelt. Die
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mikroskopische Analyse der Kontrollkultur, die lediglich eine 50 uM Glimepirid-
Konzentration beinhaltete, zeigte eine hohe Dichte an teilungsaktiven Stéabchen.

Ein wichtiges aus diesen Erkenntnissen resultierendes Fazit ist, dass das Ganzzellsystem
bei einer entsprechenden Kultivierungsmethode weitaus leistungsfahiger ist und
dementsprechend auch zur Metabolisierung gréRerer Substratmengen in der Lage ist. Es
ist nachvollziehbar, dass das System durch die heterologe Proteinexpression sowie die
kontinuierliche Bereitstellung von Reduktionsaquivalenten flir eine Substrathydroxylierung
einen entsprechenden Nahrstoffanspruch besitzt. Folglich fuhrt eine Kultivierung ohne
Nahrstoffsubstitution - je nach Beanspruchung - friiher oder spater zum Aktivitatsverlust

des Systems.

4.2.3. Sulfonylharnstoff-Umsetzung
4.2.3.1. Stabilitat der Sulfonylharnstoff-Derivate

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, ein effizientes Ganzzellsystem zur Umsetzung
der aktuell am meisten verordneten Arzneimittelwirkstoffe zur Behandlung von Typ 2 zu
etablieren. Im Rahmen einer derartigen biotechnologischen Anwendung ist die Stabilitat
der der gewilnschten Reaktionsprodukte sehr wichtig. Wahrend im Zuge der
Glibenclamid-Umsetzung die Bildung eines stabilen Haupt- und zwei Nebenprodukten in
einem konstanten Verhaltnis (P1: P2: P3 = 7.5: 2.5: 0.5) beobachtet wurde, zeigte die
Umsetzung von Glimepirid eine Folgemetabolisierung des entstandenen Produkts R-3-
OH-Glimepirid. Wahrend der Strukturanalyse konnte eine zunachst nicht nachvollziehbare
Verunreinigung der Probe beobachtet werden, die zuerst als Nebenprodukt gedeutet
wurde. Durch eine intensivere Betrachtung der Strukturdaten dieses vermeintlichen
Nebenprodukts konnte der Verbindung eindeutig ein Phenolrest zugeordnet werden.
Aufgrund dieses Befundes wurde eine Spaltung des Moleklils angenommen.

Durch eine entsprechend gewahlte langere Kultivierungszeit von Bacillus megaterium MK-
1 in Gegenwart von 50 uM Glimepirid konnte die urspriinglich als Nebenprodukt
vermutete Verbindung via HPLC als Folgeprodukt (P1f) identifiziert werden (vergl.
Abbildung 3.31). Anfangs konnte eine eventuell beginnende Folgemetabolisierung nicht
beobachtet werden, da das Folgeprodukt P1f bei einer Retentionszeit von 1,8 Minuten
von einem Signal aus dem Kulturmedium uberlagert wurde (vergl. Abbildung 3.29 A).
Aufgrund der geringen Konzentration dieser Verbindung war eine genaue
Strukturaufklarung nicht moglich.

Fir die Bildung eines Phenolderivates, ausgehend von R-3-OH-Glimepirid, existieren im
Zuge einer Spaltungsreaktion insgesamt zwei Mdglichkeiten. Diese sind in Abbildung 4.1

C dargestellt.
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Auch seitens der Ergebnisse aus den Docking-Experimenten ware eine derartige
Folgereaktion durchaus denkbar. Da Glimepirid namlich eine flexible Molekullstruktur
besitzt, konnten aufgrund dieser Flexibilitdt mehrere theoretische Orientierungen fir das
Substrat im aktiven Zentrum errechnet werden. Es wird daher vermutet, dass das
hydroxylierte Produkt R-3-OH-Glimepirid das aktive Zentrum verldsst und dann unter
Berlcksichtigung der Flexibilitdt des Molekils eine alternative Orientierung fir die
Folgereaktion einnimmt (Abbildung 4.1 B). Ein derartiges Szenario erscheint sehr
wahrscheinlich, da auch im Falle der Vitamin D-Umsetzung mit CYP105A1 (R84A/R73V)
eine Reorientierung des Substratmolekils nach dem ersten Hydroxylierungsschritt
diskutiert wurde [Sugimoto et al., 2008].
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Abbildung 4.1: A) Darstellung der Orientierung von Glimepirid im aktiven Zentrum des CYP105A1
bei der Produktbildung. B) Hypothetische Orientierung von R-3-Hydroxycyclohexylglimepirid im
aktiven Zentrum des CYP105A1 im Sinne der Folgeproduktbildung P1f C) Potentielle Reaktionen
der Folgeproduktbildung P1f von R-3-Hydroxycyclohexylglimepirid. Die roten Markierungen am
Sulfonylharnstoffrest sowie dem Dihydro-Pyrrolrest beschreiben die strukturelle Unklarheit der
jeweiligen abgespaltenen Reste. Eine exakte Beschreibung ist ohne genaue Strukturaufklarung
nicht moglich.

Es ist unwahrscheinlich, dass die Folgemetabolisierung des Produktes P1 durch
wirtseigene P450-Enzyme verursacht wird. Anhand entsprechender Kultivierungen des
Kontrollsystems MK-0 in Gegenwart von Glimepirid und Glibenclamid konnte gezeigt
werden, dass Sulfonylharnstoffe nicht zum Substratspektrum fiir die Enzyme von Bacillus
megaterium MS941 gehdren.

109



Diskussion

4.2.3.2. Auswirkungen der Substratsolubilisierung und Permeabilisierung auf die

Biokonversion von Sulfonylharnstoffen

In der Literatur ist ein gesteigerter hypoglykamischer Effekt bei Ratten mit dem
Sulfonylharnstoff Gliquidon unter Verwendung von HP-beta-CD beschrieben [Miro et al.,
2004]. Entsprechend wurde dieses Cyclodextrinderivat ebenfalls zu
Solubilisierungsexperimenten mit Glimepirid und Glibenclamid verwendet. Tatsachlich
konnte mithilfe dieses Cyclodextrins die Ldslichkeit von Glimepirid auf 170 mg/l £ 13 mg/!
und die von Glibenclamid auf 670 mg/l + 29 mg/l gesteigert werden (Abbildung 3.23).
Allerdings fuhrte die Anwendung dieser Verbindungen im Ganzzellsystem zu einem
deutlichen Rickgang der Substratumsetzung (Abbildung 3.25). Im Idealfall fungieren
Cyclodextrine als Substratreservoir fir eine enzymatische Reaktion [Harper et al., 2000].
So werden einem Enzym oder einem Ganzzellsystem aus dem Pool der Wirt-Gast-
Komplexe standig Substratmolekiile bereitgestellt (Abbildung 4.2). Die Austauschrate des
Substrates zwischen freier und komplexierter Form ist normalerweise so schnell, dass die

Geschwindigkeit einer Enzymreaktion dadurch nicht beeinflusst wird [Harper et al., 2000].

[CD]+[S] =—— [S-CD]

|

[E] +[S] # [ES] —— [El+[P]

Abbildung 4.2: Cyclodextrine (CD) als Substratreservoir fur eine Enzymreaktionen. Die roten
Pfeile kennzeichnen den Ubergang des Substrates (S) von dem Wirt-Gast-Komplex (S-CD) bis zu
dem Enzym- Substrat-Komplex (ES).

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird vermutet, dass das HP-beta-CD mit den
Sulfonylharnstoffen Glimepirid und Glibenclamid unter den Kulturbedingungen einen sehr
stabilen Komplex bildete und dadurch als Molekulfalle fungierte. Diese Schlussfolgerung
wlrde eine Erklarung fiur die gesteigerte Léslichkeit bei einer gleichzeitig reduzierten
Bioverflbarkeit der Substrate liefern. Ein vergleichbarer Effekt konnte in der Literatur auch
in einem Ganzzellumsatz mit dem Steroidhormon Progesteron beobachtet werden. Auch
hier fihrte die Verwendung von Cyclodextrinen trotz gesteigerter Loslichkeit zu einer
reduzierten Substratumsetzung [Nguyen, 2010]. Aufgrund der reduzierten Effektivitat der
Biokonversion konnte HP-beta-CD fiir die Umsetzung der Sulfonylharnstoffe nicht

verwendet werden.
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In vielen Fallen kann die Effizienz einer Ganzzellumsetzung durch Unterstitzung des
unselektiven Substratimports durch die Verwendung von oberflachenaktiven Substanzen
gesteigert werden. In dieser Arbeit wurde dazu Quillaja-Saponin verwendet. In
eukaryotischen Biomembranen interagiert Saponin mit Cholesterol und eine Porenbildung
wird Uber eine Aggregation von Cholesterol-Saponin-Komplexen initiiert [Armah et al.,
1999] (vergl. Abbildung 1.15). Die Membranfluiditdt prokaryotischer Organismen wird
allerdings bis auf wenige Ausnahmen nicht durch Cholesterol sondern durch so genannte
Hopanoide reguliert [Madigan, 2002]. Hopanoide sind pentazyclische Triterpene, deren
Grundgertist als Hopan bezeichnet wird. Da die Hopanoide, bezogen auf die Regulation
der Membranfluiditat dem Cholesterol funktionell sehr &hnlich sind, wird ein vergleichbarer
Mechanismus der Porenbildung vermutet. Durch den Zusatz von Saponin bis zu einer
Endkonzentration von 0,3 % konnte eine deutlich gesteigerte Produktbildung in den
Sulfonylharnstoff-Umsetzungen beobachtet werden, was auf eine erfolgreiche
Permeabilitatssteigerung der Wirtsmembran zurlickgefiihrt wird. Dieser Effekt war ab
einer Konzentration von 0,4 % wieder ricklaufig, wahrscheinlich bedingt durch eine
beginnende Zytotoxizitat des Saponins gegenliber den Bacillus megaterium-Zellen. Es ist
bekannt, dass Saponine ab einer bestimmten Konzentration Zellsystemen gegenlber
einen lysierendenden Effekt entfalten. Diese Eigenschaft des Saponins wurde unter
anderem an Erythrozytenmembranen eingehend untersucht [Yeager, 1928, Takechi et al.,
1992].

4.2.4. Vitamin D;-Umsetzung

4.2.4.1. Auswirkungen der Substratsolubilisierung und Permeabilisierung auf die

Biokonversion von Vitamin D;

In der vorliegenden Arbeit wurde neben der Hydroxylierung der Sulfonylharnstoffe im
Rahmen eines BMBF-Projekts auch eine Ganzzellumsetzung zur Hydroxylierung von
Vitamin D; in das Produkt 25-OH-Vitamin Ds; etabliert. Dazu wurde durch die
Transformation mit dem Gen der verbesserten CYP105A1-Mutante CYP105A1
(R84A/R73V) [Hayashi et al., 2008] ein eigens an die Vitamin D-Hydroxylierung
angepasstes Bacillus megaterium-Ganzzellsystem generiert. Mithilfe dieses Systems
konnte eine Hydroxylierung in das gewlnschte Produkt nachgewiesen werden.
Demzufolge konnten auch bei dieser Anwendung alle erforderlichen Kriterien fur ein
funktionsfahiges System, wie z.B. die funktionsfahige heterologe Expression der
CYP105A1-Doppelmutante oder der Vitamin D-Import in das Zytosol des

Ganzzellsystems, erflllt werden. Die aktuelle Kapazitdt des Sytems betragt unter
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Verwendung aller optimierten Parameter eine 25-OH-Vitamin D;-Bildung von etwa 0,5
mg/l in 24 Stunden.

Diese Produktmenge konnte allerdings erst durch eine Kombination aus einer Steigerung
der Substratkonzentration und Saponin erzielt werden (vergl.Abbildung 3.32). Bei einer
Substratkonzentration von 50 uyM konnte kein Unterschied zu dem Kontrollexperiment
ohne Saponin beobachtet werden. Dass eine Saponin-Konzentration von 0,3 % Saponin
fur eine gute Permeabilisierung der Zellen ausreichend ist, konnte anhand der Studien mit
den Sulfonylharnstoffen eindeutig gezeigt werden. Die gesteigerte Produktbildung bei
hoheren Substratkonzentrationen wird daher nicht alleine auf den permeabilisierenden
Effekt des Saponins zurlickgefihrt. Aufgrund der strukturellen Beschaffenheit des
oberflachenaktiven Glykosids besitzt Saponin auch emulgierende Eigenschaften.
Demzufolge wird ein synergistisches Zusammenspiel aus Membran-Permeabilisierung
und der Emulgierung des Substrates vermutet. Es kann festgestellt werden, dass die
Verwendung von Saponin auch im Zuge der Biotransformation von Vitamin D eine
sinnvolle Optimierung darstellt.

Eine weitere Besonderheit im Umgang mit Vitamin D ist die Tatsache, dass die
Verwendung von Cyclodextrinen im Gegensatz zu den Sulfonylharnstoff-Umsetzungen
essentiell ist. Eine Metabolisierung von Vitamin D3 konnte ohne die Verwendung dieser
Lésungvermittler nicht beobachtet werden.

Allerdings gestaltet sich der Umgang mit Vitamin D trotz Verwendung von Cyclodextrinen
weiterhin sehr schwierig. Diese Schwierigkeit beruht unter anderem auf einer
unzuladnglichen Wiederfindung der eingesetzten Vitamin D-Menge, die auch durch die
Verwendung von Cyclodextrinen nur bedingt verbessert werden kann. Dies wird in dem
folgenden Experiment verdeutlicht. Dazu wurde Vitamin D; (50 uM) zu entsprechenden
Bacillus megaterium-Kulturen gegeben und der Vitamin D-Gehalt unmittelbar nach der
Substratzugabe sowie nach einer 24-stindigen Kultivierungszeit quantifiziert. Zur
Hervorhebung des Cyclodextrineffekts, wurde in einem Parallelexperiment das Substrat
geldést in 1 ml Ethanol zur Kultur gegeben. Fir dieses Experiment wurde das Bacillus
megaterium-System MK-0 ohne Vitamin D-Hydroxylaseaktivitat verwendet. Aufgrund der
nach 24 Stunden vorliegenden hohen Zelldichte wurden Uberstand und Zellpelletfraktion
getrennt voneinander untersucht. Die Chromatogramme der jeweiligen HPLC-Analysen

sind in Abbildung 4.3 gezeigt.
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Abbildung 4.3: HPLC-Analyse von Vitamin D; unmittelbar nach Inokulation des Substrates zur
Kultur in (A) 1 ml Ethanol geldst und (B) solubilisiert in HP-beta-CD. (C) Analyse der Vitamin D;-
Restmenge nach 24 h Kultivierungszeit mit dem Kontrollsystem Bacillus megaterium MK-0 in 1 ml
Ethanol (2% v/v) geldst und (D) solubilisiert in HP-beta-CD (2,25 % w/v). Die Kultivierung wurde mit
einer Schittelgeschwindigkeit von 180 rpm bei 30°C im Schikanekolben durchgefihrt. Um den
Verbleib des Vitamin D exakter lokalisieren zu kénnen, wurden Uberstand (schwarze Linie) und
Pellet (rote Linie) getrennt untersucht. Die Endkonzentration der eingesetzten Vitamin D3;-Menge
betrug 50 uM. Die Extraktion des Substrats aus dem Kultumedium wurde gemaR Literatur
durchgefihrt [Hayashi et al., 2010].

Unmittelbar nach der Substratzugabe konnte in allen Kulturen noch eine vergleichbare
Vitamin D-Menge detektiert werden (Abbildung 4.6 A, B). Nach 24 Stunden
Kultivierungszeit, konnte in dem Uberstand der Kultur mit Ethanol als Lésungsvermittler
nahezu kein Vitamin D; mehr nachgewiesen werden. Eine Restmenge von 20 % der
urspriinglich eingesetzten Menge wurde in der Pelletfraktion wieder gefunden. Mit der
Verwendung von HP-beta-CD konnte etwa 20 % der urspringlich eingesetzten Menge im
Uberstand und weitere 10 % in der Pelletfraktion nachgewiesen werden. Demzufolge
konnte mithilfe der Cyclodextrine die Substratwiederfindung um 10 % gesteigert werden.
In einer Zellkultur sind theoretisch mehrere Madoglichkeiten Uber den Verbleib des
hydrophoben Vitamin D denkbar. Die wichtigsten Moglichkeiten fir den Vitamin D-
Verbleib in einer Bacillus megaterium-Kultur sind in Abbildung 4.4 schematisch

dargestellt.
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Abbildung 4.4: Assoziations- und Verbleibemdglichkeiten von Vitamin D in einer Bacillus
megaterium MK-3-Kultur: A ) Metabolismus durch das zytosolisch lokalisierte CYP105A1
(R84A/R73V) B) Assoziation an die Membran des Wirtes C) Assoziation an wirtseigene Proteine,
D) Assoziation an PHB-Kdrperchen, E) Assoziation an Peptide des Kulturmediums, F) Degradation
und Agglomeration in der wassrigen Phase des Kulturmilieus. (Das - Symbol kennzeichnet die
Verbesserung der Problematik mithilfe der Cyclodextrine.)

Im ldealfall gelangt Vitamin D in das Zytosol des Wirtsorganismus und wird dort durch das
heterolog exprimierte CYP105A1 (R84A/R73V) in das hydroxylierte Produkt umgesetzt
(Abbildung 4.4 A). Um aber in das Zytosol zu gelangen, ist zunachst ein
Membrandurchtritt des Molekiils erforderlich. Biomembranen bieten aufgrund ihrer
Beschaffenheit eine hydrophobe Akzeptorphase fir Vitamin D, was einen Durchtritt ins
Zytosol erschweren kann (Abbildung 4.4 B). Bei erfolgtem Membrandurchtritt bietet das
Zytosol wiederum einige Assoziationsmoglichkeiten fir Vitamin D. Intrazellulare
Wirtsproteine stellen beispielsweise eine solche Assoziationsmoglichkeit dar (Abbildung
4.4 C). Eine solche Proteinassoziation ist sehr wahrscheinlich, denn auf diese Weise wird
auch der Transport des Secosteroids im BlutgefaBsystem realisiert. Dort wird Vitamin D
an ein l6sliches Plasmaprotein, das so genannte Vitamin D-Bindeprotein (DBP) gebunden
[Cooke und Haddad, 1989]. Eine weitere Assoziationsmdglichkeit fir Vitamin D bieten die
so genannten PHB-Korperchen (Abbildung 4.4 D). Bacillus megaterium ist fur die
Produktion von Polyhydroxybuttersaure bekannt, die der Mikroorganismus in Abwesenheit
eines oder mehrerer Nahrstoffe als Kohlenstoffquelle nutzen kann [Vazquez et al., 2003].
Dieses Nahrstoffspeicherpolymer ist intrazellular in Form der PHB-Kdrperchen organisiert,

die von einer Biomembran umgeben sind. Diese Membran kann ebenfalls als intrinsischer
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Akzeptor flr das Substrat dienen. Bei einem Membrandurchtritt des Vitamin D in die PHB-
Kérperchen wurde das Substrat einer Umsetzung im Zytosol nicht zur Verfugung stehen.
Aber nicht nur die Zellen selbst sondern auch das wassrige Kulturmedium durfte fur die
Schwierigkeiten im Umgang mit Vitamin D verantwortlich sein. Neben einer mdglichen
Assoziation an Oligopeptide oder Polypeptide des Kulturmediums (Abbildung 4.4 E), mul}
auch die Labilitat des Vitamin D gegeniber diversen Umgebungseinfliissen als potentielle
Ursache in betracht gezogen werden (Abbildung 4.4 F). Zu diesen Einflissen zahlen unter
anderem UV-Strahlung, molekularer Sauerstoff, Temperatur sowie
Lésemittelkonzentration [Chen und Marsh 1965]. Unglicklicherweise stehen essentielle
Kulturbedingungen von Bacillus megaterium demzufolge nicht im Einklang mit einer
Vitamin D-Umsetzung. So wird beispielsweise die Kultivierung des Ganzzellkatalysators
bei 180 rpm im Schikanekolben durchgefiihrt, um ein moderates Sauerstoffangebot flr
den Wirtsorganismus zu gewahrleisten. Des Weiteren betragt die Temperatur, die zur
Kultivierung von Bacillus megaterium eingesetzt wird 30°C. Die Verwendung einer hohen
Lésemittelkonzentration ist aufgrund der Toxizitat gegeniber dem Ganzzellsystem [Weber
und de Bont, 1996] ebenfalls nicht moglich. Eine zusatzliche Aufgabe der Cyclodextrine
bei der Vitamin D-Umsetzung ist demnach neben der Steigerung der Bioverfligbarkeit
auch die Stabilisierung des Substrates unter den gegebenen Kulturbedingungen.

Der Umgang mit Vitamin D in einer wassrigen Phase erforderte folglich einige
Abwandlungen in der experimentellen Vorgehensweise im Vergleich zu den
Sulfonylharnstoffen. So wurde Vitamin D; der Kultur als Wirt-Gast-Komplex zugegeben
und bereits vor der Zugabe durch HP-beta-CD bei 4°C in einem UV-undurchlassigen
Gefal solubilisiert. Des Weiteren musste die Quantifizierung der Produktbildung aufgrund
der Schwierigkeit der Vitamin D-Wiederfindung Uber eine Eichgerade (siehe Abbildung
7.3) durchgefuhrt werden, welche mithilfe eines Produktstandards erstellt wurde. Diese
Eichgerade erlaubte die Quantifizierung des gebildeten 25-OH-Vitamin D3 Uber das
HPLC-Produktintegral.

4.2.4.2. 25-Hydroxylierung von Vitamin D;

Im Einklang mit der Aufgabenstellung, konnte die 25-Hydroxylierung von Vitamin D3
mithilfe eines Ganzzellsystems gezeigt werden. Allerdings wurde eine Bildung der
Derivate 1a-OH-Vitamin D3 sowie 1a, 25-(OH),-Vitamin D3 nicht beobachtet. Neben der
geringen Bioverfugbarkeit des Substrates liefern vor allem die kinetischen Parameter des
Vitamin D-Stoffwechsels von CYP105A1 Wildtyp bzw. CYP105A1 (R84A/R73V) eine
hinreichende  Erklarung. Diese kinetischen Parameter sind in Tabelle 1.3

zusammengefasst. Der Tabelle ist zu entnehmen, dass die Hydroxylierung des Vitamin D
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an der 25-Position sehr beginstigt ist, wahrend die 1a-Hydroxylierung vergleichsweise
kaum eine Rolle spielt. Durch die eingesetzten hohen Substratkonzentrationen und der
relativ geringen 25-OH-Vitamin Ds-Bildung befand sich das Substrat Vitamin D3 in den
Kulturen immer im Uberschuss, sodass zu jedem Zeitpunkt die bevorzugte 25-
Hydroxylierung katalysiert wurde. Abbildung 4.5 liefert eine Ubersicht Uber die CYP105A1
(R84A/R73V)-abhangige 1a - bzw. 25-Hydroxylaseaktivitat gegentiber Vitamin Ds.

25(0OH)D3

2y,
OH
.

2y, I

HO™ . HOY OH
- “a
Vitamin D3 / 10,25(0H)2D3

HO™ OH
1 a(O H)Dg

Abbildung 4.5: Vitamin Ds-Stoffwechsel der CYP105A1-Mutante CYP105A1 (R84A/R73V). Die
Dicke der Reaktionspfeile kennzeichnet die Starke der Hydroxylaseaktivitdt gegentber den
jeweiligen Vitamin D;-Derivaten [Sakaki et al., 2011].
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5. Ausblick

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse liefern die Grundlagen fur einen
kommerziellen Ganzzellumsatz fir die untersuchten Substrate Glimepirid und
Glibenclamid. Mithilfe des Bacillus megaterium-Systems konnte eine effiziente
Hydroxylierung der Wirkstoffe gangiger Medikamente auf Sulfonylharnstoff-Basis an den
chemisch inerten Cyclohexylringen gezeigt werden. Es ist am Beispiel von Glimepirid
beschrieben, dass der Cyclohexylrest nicht an der Interaktion mit dem Zielrezeptor SUR1
beteiligt ist [Muller et al., 2010]. Allerdings stellen die Cyclohexylreste die Zielposition des
Phase-I-Metabolismus durch das hepatische CYP2C9 dar [Badian et al., 1996; Rydberg
et al., 1991]. Die regio- und stereoselektive Funktionalisierung an den Cyclohexylringen
der Verbindungen durch CYP105A1 liefern demzufolge die Grundlage zum Design einer
neuen Medikamentengeneration dieser Substanzklasse. Diese Option basiert auf der
Tatsache, dass gerade peroral verabreichte Medikamente Uber den Pfortaderkreislauf der
Leber zugefiihrt und dort zu grofRen Anteilen metabolisiert werden (first pass effect), bevor
sie den eigentlichen Wirkort erreichen kdnnen [Wellhéner, 1992]. Zur Kompensation
dieses Effekts ist daher die Verabreichung einer initial hdheren Dosis erforderlich, um eine
therapeutische Wirkung des Arzneimittels zu erzielen. Diese Tatsache verdeutlicht, dass
die Wirkungsweise eines Medikaments nicht allein von der Rezeptorinteraktion, sondern
auch von der systemischen Bioverfligbarkeit abhangig ist. Im Rahmen einer
pharmakokinetischen Studie mit gesunden kaukasischen Probanden konnten loss of
function Allele im CYP2C9 Gen identifiziert und charakterisiert werden. Da Uberwiegend
CYP2C9 fur den Phase-I-Metabolismus von Sulfonylharnstoffen verantwortlich ist, zeigte
der Phanotyp der betroffenen Individuen einen gesteigerten hypoglykdmischen Effekt
durch eine reduzierte Elimination dieser Verbindungen [Zhou et al., 2010]. Die
Sulfonylharnstoffe waren im Organismus der Probanden damit weitaus langer systemisch
verfugbar. Der in dieser Studie beobachtete Effekt konnte mithilfe der durch die
CYP105A1-Reaktion eingefihrten OH-Gruppen imitiert werden. Unterstitzt durch
bioinformatische drug design-Techniken koénnte ein geeigneter Rest im Zuge einer
chemischen Synthese an die OH-Gruppen angefligt werden. Die Besonderheit dieser
neuen Sulfonylharnstoff-Generation lage demnach in der Herabsetzung der Affinitat zu
CYP2C9 bei gleichzeitigem Erhalt der effizienten SUR1-Interaktion. Die daraus
resultierende Konsequenz ware, dass mit einer geringeren Medikamentendosis ein
vergleichbarer therapeutischer Effekt erzielt werden koénnte. Die Einnahme einer
geringeren Dosis bewirkt wiederum die Reduktion von Nebenwirkungen was zu einer
Erhéhung der Vertraglichkeit des Medikaments fiihrt.

Des Weiteren konnte das hier biotechnologisch erhaltene Hauptprodukt des Glibenclamid

Umsatzes - cis-3-Hydroxycyclohexyl-Glibenclamid - welches dem Phase-I-Metabolit
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entspricht [Rydberg et al., 1991], als klinischer MS-Standard in Diagnostik oder
forensischen Fragestellungen Anwendung finden.

Mit dem entsprechenden rekombinanten Bacillus megaterium MS941-System konnte
neben der 3-Hydroxylierung der aktuell bedeutsamsten Sulfonylharnstoffe auch die 25-
Hydroxylierung von Vitamin D3 gezeigt werden. Trotz der Schwierigkeiten im Umgang mit
Vitamin D konnte durch die Etablierung geeigneter Bedingungen etwa 0,5 mg 25-OH-
Vitamin D3 in einem Liter Bacillus megaterium MK-3-Kultur in 24 Stunden produziert
werden. Durch eine kontrollierte Kultivierung in einem Bioreaktor sollte es mdglich sein,
die Vitamin D-Umsetzung auf ein kommerziell relevantes Niveau zu steigern. Derzeit wird
bereits an einem geeigneten Fermentationsverfahren mit dem MK-3-System gearbeitet.
Obwohl fir die Umsetzungen von Vitamin D in physiologisch aktive Metabolite bereits
einige Systeme existieren [Imoto et al., 2011; Hayashi et al., 2010; Hiroyuki et al., 1994;
Sasaki, 1991], bietet Bacillus megaterium gerade aufgrund der schnellen Generationszeit
sowie der stabilen Expression heterologer Proteine eine sehr gute Alternative. Seitens der
Proteinexpression kann die Effizienz des Systems noch weiter gesteigert werden. Denn
neben den verfliigbaren Plasmiden mit Xylose induzierbaren Promotoren existiert
mittlerweile auch ein hoch effizientes virales T7-Expressionssystem [Gamer et al., 2009].
Allerdings koénnte in Anbetracht der komplizierten Handhabung von Vitamin D; als
Substrat auch eine alternative biotechnologische Bereitstellung von 25-OH-Vitamin Ds,
etwa durch die Hydroxylierung des Vorlaufers 7-Dehydrocholesterol (7-DHC) in Betracht
gezogen werden. Die Ergebnisse haben eindeutig gezeigt, dass die geringe Vitamin D-
Umsetzung vor allem auf die schlechte Bioverfigbarkeit des Substrates zurlickgefihrt
werden kann. Die auch als Provitamin D bezeichnete Verbindung 7-DHC unterscheidet
sich von Vitamin D durch den geschlossenen B-Ring des Steran Grundgerustes, wodurch
diese Verbindung im Vergleich zu Vitamin D eine leichtere Handhabung gewahrleistet.
Die Ringspaltung zu Vitamin D wird physiologisch in der Haut via UV-Strahlung initiiert.
Nach der enzymatischen 25-Hydroxylierung des 7-DHC kénnte die Umwandlung in die
Zielsubstanz 25-OH-Vitamin D3 ebenfalls mittels UV-Strahlung durchgefiihrt werden. Die
Grundlagen fir dieses abgewandelte Verfahren sind bereits durch das im Rahmen dieser
Arbeit etablierte Bacillus megaterium-System vorhanden. Die Substratspezifitat des
CYP105A1 konnte via ortsgerichteter Mutagenese an 7-DHC angepasst werden.
Informationen Uber die auszutauschenden Aminosauren kénnten dazu wiederum mithilfe
von Docking-Experimenten, basierend auf der Kristallstruktur des Cytochrom P450
erhalten werden. Allerdings ware dazu eine Optimierung des in dieser Arbeit verwendeten
Docking-Tools notwendig, da das im Rahmen der Identifizierung geeigneter
Sulfonylharnstoffe verwendete Modell zur Bearbeitung dieser Fragestellung nicht flexibel

genug ware. Dennoch sollte diese Vorgehensweise bedacht werden, da die
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Hydrophobizitdt in Kombination mit der sperrigen Molekilstruktur von Vitamin D
offensichtlich eine deutliche Umsatzlimitierung bewirkt.

Neben der Hydroxylierung von Vitamin D in die aktive Form 1a, 25-(OH),-Vitamin D, liefert
die Umsetzung von Glibenclamid in den Phase-I-Metaboliten durch CYP105A1 ein
weiteres Beispiel fur eine physiologisch bedeutsame Anwendung dieses bakteriellen
Cytochroms P450. Demzufolge kdnnte ein Screening mit anderen Arzneimittelwirkstoffen
durch das im Rahmen dieser Arbeit etablierte rekombinante Bacillus megaterium-System
aufgrund der geringen Substratspezifitit von CYP105A1 viel versprechende
Funktionalisierungen diverser anderer interessanter Verbindungen ermdglichen. Da
CYP105A1 mit den Sulfonylharnstoffen Glimepirid und Glibenclamid &hnliche
Hydroxylierungen durchfihrt wie CYP2C9 im Zuge des Phase-I-Metabolismus, ware der
Fokus zunachst auf Verbindungen wie Warfarin, Torasemid, Losartan, Sildenafil sowie
viele Verbindungen aus der Stoffklasse der nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) zu
richten. Diese Wirkstoffe gehdren ebenfalls zum Substratspektrum von CYP2C9 [Holstein
und Beil, 2009].
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7. Anhang

7.1. GroBenstandards und Eichgeraden

7.1.1. DNA-Marker

Band size ng/band

S~10000 100
W 8000 80
M, 6000 60
\\\Y, "5000 50
A 40
30
. \\'2500 25
W\ \'2000 20
A\, 1500 15
1\, 11000 100
" 800 80

* 600 60

N 400 40
T~ 200 20

Abbildung 7.1: ,Smart Ladder“ DNA-Marker (http://www.eurogentec.com/)

7.1.2. Proteinmarker
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SDS PAGE
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Abbildung 7.2: Proteinmarker "Prestained, Broad Range" (http://www.neb.com/)
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7.1.3. Eichgerade zur Ermittelung der Produktbildung 25-OH-Vitamin D;

25+

20 -

Integral A

Y =0,02134 * X + 0,12597
R =0,99928

0 200 400 600 800 1000 1200
25-OH-Vitamin D, (pmol)

Abbildung 7.3: Eichkurve von 25-OH-Vitamin D;. Die Standardsubstanz wurde in Ethanol geldst
und eine Verdinnungsreihe in Acetonitril (90 %) hergestellt. Der lineare Fit der HPLC-Integrale
wurde mithilfe der Origin 8.1G Software durchgefiihrt. Die Standardabweichung der einzelnen
Messpunkte resultiert aus drei unabhangigen Messungen.

7.2. DNA-Konstrukte

Abbildung 7.4: Kontrollrestriktionen der CYP105A1-Expressionsplasmide. Spur 1: DNA-Marker
~omart Ladder®; Spur 2: pKKHC-CYP105A1-His Verdau uber die Schnittstellen Ncol und BamHl;
Spur 3: pPKKHC-CYP105A1(R84A/R73V)-His Verdau Uber die Schnittstellen Ncol und Pstl;
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linearisierter pSMF-Vektor

Arh1/Etp1® (516-618)-Modul —

Cytochrom P450 -

Abbildung 7.5: Kontrollrestriktionen der CYP105A1-Expressionsplasmide. Spur 1: Verdau des
pSMF-CYP105A1 (R84A/R73V)- Arh1-Etp1™ (516-618)-Vektors (iber die Schnittstellen Spel und
Mlul zur Restriktion des CYP105A1 (R84A/R73V) sowie Kpnl und Sphl zur Restriktion des
Arh1/Etp1™ (516-618)-Moduls; Spur 2: Verdau des pSMF-CYP105A1-Arh1-Etp1™ (516-618)-Vektors
Uber die Schnittstellen Spel und MIlul zur Restriktion des CYP105A1 sowie Kpnl und Sphl zur
Restriktion des Arh1/Etp1"(516-618)-Moduls; Spur 3: DNA-Marker ,Smart Ladder*

7.2.1. Multiple cloning site fiir den Bacillus megaterium-Expressionsvektor

CYP FdR Fdx
Sac
Pacl Spel *M1ul kpnl Bzl SphlrkhNotI
5 ... TTAATTAAACTAGTACGCGTGETACCGAGCTCTGTACAGCATECGCGGCCGECATGE ... 37
F1 I F1o I Fzo I k30 I Fdo I k5o I
3... ARTTAATTTGATCATGCGCACCATGGLTCGAGACATGTCGTACGCGCCGGECGGTAC ... §°
Pacl Spel kpnl Zacl Sphl ¥Hotl
FM1uI BarGI

Abbildung 7.6: Multiple cloning site zur Erzeugung des Bacillus megaterium-Expressionsvektors
pSMF2.1. Die Darstellung der Schnittstellen der Multiple cloning site erfolgte mithilfe des Programms
NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php)
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7.3. HPLC-Chromatogramme der gereinigten Hauptprodukte aus der Glimepirid- und
Glibenclamid-Umsetzung

_ 400 - _ 600-
> >
E 100 =
p = 450
= Q2
- d
E— 200 - E‘ 300 -
) o
0 [72]
o o]
< 1004 << 150-
0'|'|'|'|'|'|'| 0'||'|'|'|'|'|
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Retentionszeit (min) Retentionszeit (min)

Abbildung 7.7: HPLC-Chromatogramm des isolierten Hauptproduktes aus der Ganzellumsetzung
von (A) Glimepirid und (B) Glibenclamid.
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7.4. Sequenzen der Synthesegene

Zur besseren Ubersicht sind Start-codon, Stopp-codon sowie die flankierenden

Schnittstellen durch Fettdruck hervorgehoben.

7.4.1. Gene zur Expression in E.coli
7.4.1.1. CYP105A1 His

Ncol - CC ATG GCC GAC ACT GCG ACC ACT CCA CAG ACC ACT GAT GCA CCG
GCATTT CCG TCC AAC CGT TCC TGT CCG TAC CAG CTG CCG GAC GGT TAT GCC
CAG CTC CGT GAC ACC CCG GGT CCA CTG CAC CGT GTT ACC CTG TAC GAT GGT
CGT CAG GCT TGG GTT GTC ACC AAA CAC GAA GCC GCA CGC AAACTC CTG GGT
GAC CCG CGT CTG TCC AGC AAC CGT ACG GAT GAC AAC TTC CCG GCA ACT TCT
CCG CGT TTC GAA GCA GTC CGT GAATCT CCG CAG GCATTC ATC GGT CTG GAC
CCG CCG GAA CAC GGT ACT CGT CGT CGC ATG ACC ATC TCC GAG TTC ACC GTA
AAA CGC ATC AAA GGC ATG CGT CCG GAA GTG GAA GAA GTG GTT CAC GGC TTC
CTG GAC GAG ATG CTG GCT GCA GGT CCG ACT GCG GAT CTG GTC TCT CAG TTC
GCT CTG CCA GTA CCG TCA ATG GTC ATC TGC CGT CTG CTG GGC GTT CCG TAC
GCA GAC CAC GAATTT TTC CAG GAC GCA AGC AAA CGT CTG GTG CAG TCT ACC
GAT GCA CAG TCC GCT CTC ACC GCT CGT AAC GAC CTC GCT GGT TAC CTG GAC
GGT CTG ATC ACC CAG TTC CAG ACG GAA CCA GGT GCT GGT CTG GTA GGT GCC
CTG GTT GCG GAT CAG CTG GCG AAC GGT GAA ATC GAC CGT GAA GAACTG ATC
TCT ACC GCA ATG CTG CTG CTG ATC GCA GGC CAT GAA ACT ACC GCT TCT ATG
ACC AGC CTG TCT GTA ATC ACC CTG CTG GAT CAC CCA GAA CAG TAT GCA GCG
CTG CGT GCT GAC CGT TCT CTC GTT CCG GGT GCC GTT GAA GAG CTG CTG CGT
TAC CTG GCG ATT GCG GAT ATC GCT GGT GGT CGT GTT GCA ACC GCT GAC ATC
GAG GTA GAG GGT CAT CTG ATC CGT GCG GGT GAA GGC GTC ATC GTT GTT AAC
AGC ATC GCG AAC CGT GAC GGT ACG GTT TAC GAG GAC CCG GAT GCG CTG
GAT ATC CAC CGT TCT GCG CGT CAC CAT CTG GCC TTC GGT TTC GGC GTT CAC
CAG TGC CTG GGT CAG AAC CTG GCT CGT CTG GAG CTG GAA GTG ATC CTG AAC
GCG CTG ATG GAT CGC GTA CCG ACT CTG CGT CTG GCT GTA CCG GTT GAA CAG
CTG GTA CTG CGT CCA GGT ACG ACC ATC CAG GGT GTG AAC GAA CTG CCG
GTG ACG TGG CAT CAC CAT CAC CAT CAC TAA GGATCC - BamHI
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7.4.1.2. CYP105A1 (R84A/R73V) His

Ncol - CC ATG GCA GAT ACA GCT ACA ACA CCT CAA ACA ACG GAT GCT CCT GCT
TTT CCT TCT AAT CGT AGC TGT CCT TAT CAA TTA CCT GAT GGA TAT GCT CAATTA
CGT GAT ACA CCT GGA CCT TTA CAT CGT GTA ACA TTA TAC GAT GGA CGT CAA
GCT TGG GTA GTA ACA AAA CAT GAA GCT GCT AGA AAA TTA TTA GGT GAT CCT
CGT TTATCT TCT AAT GTG ACG GAT GAT AAT TTT CCT GCT ACATCT CCTGCT TTT
GAA GCT GTA CGT GAA TCT CCT CAA GCT TTT ATT GGA TTA GAT CCT CCT GAA
CAT GGA ACA CGT CGT CGT ATG ACA ATT AGC GAA TTT ACG GTA AAA CGT ATT
AAA GGT ATG CGT CCT GAA GTA GAA GAA GTA GTA CAC GGA TTT TTA GAT GAA
ATG TTA GCT GCT GGA CCT ACA GCT GAT TTA GTA TCT CAA TTT GCT TTA CCT
GTA CCT TCT ATG GTT ATT TGT CGT TTA TTA GGT GTT CCT TAT GCT GAT CAC
GAA TTT TTT CAA GAT GCA AGC AAA CGT TTA GTA CAA TCT ACA GAT GCT CAA
TCT GCT TTA ACA GCT CGT AAT GAT TTA GCT GGA TAT TTA GAT GGA CTT ATT
ACG CAA TTT CAA ACA GAA CCT GGT GCT GGA TTA GTT GGA GCT TTA GTA GCT
GAT CAA TTA GCT AAT GGT GAA ATT GAT CGT GAA GAA TTA ATT AGC ACG GCT
ATG TTA TTA TTA ATT GCT GGA CAT GAA ACA ACA GCT TCT ATG ACA TCT TTA
AGC GTA ATT ACA CTT TTA GAT CAT CCA GAA CAA TAT GCT GCT TTA CGT GCT
GAT CGT TCT TTA GTA CCT GGT GCT GTA GAA GAA TTA CTT CGT TAT CTT GCT
ATT GCT GAT ATT GCA GGT GGA CGT GTA GCT ACA GCT GAT ATT GAA GTA GAA
GGA CAT TTA ATT CGT GCT GGT GAA GGT GTA ATT GTA GTA AAT AGC ATT GCT
AAT CGT GAT GGA ACA GTA TAT GAA GAT CCT GAT GCT TTA GAT ATT CAT CGT
TCT GCT CGT CAT CAT TTA GCT TTT GGA TTT GGA GTA CAT CAA TGT TTA GGA
CAA AAC CTT GCT CGT CTT GAA TTA GAA GTA ATT CTT AAC GCT TTA ATG GAT
CGT GTA CCT ACA TTA CGT TTA GCT GTA CCT GTA GAA CAA TTA GTA TTA CGT
CCT GGA ACA ACA ATT CAA GGT GTA AAC GAA TTA CCT GTA ACA TGG CAT CAC
CAT CAC CAT CAC TAA CTG CAG - Pstl
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7.4.2. Gene zur Expression in Bacillus megaterium

Neben Start codon, Stopp codon und den flankierenden Klonierungsschnittstellen, ist die

RBS zuséatzlich durch Fettdruck hervorgehoben.

7.4.2.1. CYP105A1 (R84A/R73V)

Spel - ACTAGTAAATCAAGGAGGTGAATATACA ATG ACA GAT ACA GCT ACA ACA
CCT CAA ACA ACG GAT GCT CCT GCT TTT CCT TCT AAT CGT AGC TGT CCT TAT
CAA TTA CCT GAT GGA TAT GCT CAA TTA CGT GAT ACA CCT GGA CCT TTA CAT
CGT GTA ACA TTA TAC GAT GGA CGT CAA GCT TGG GTA GTA ACA AAA CAT GAA
GCT GCT AGA AAA TTA TTA GGT GAT CCT CGT TTA TCT TCT AAT GTG ACG GAT
GAT AAT TTT CCT GCT ACA TCT CCT GCT TTT GAA GCT GTA CGT GAA TCT CCT
CAA GCT TTT ATT GGA TTA GAT CCT CCT GAA CAT GGA ACA CGT CGT CGT ATG
ACA ATT AGC GAA TTT ACG GTA AAA CGT ATT AAA GGT ATG CGT CCT GAA GTA
GAA GAA GTA GTA CAC GGA TTT TTA GAT GAA ATG TTA GCT GCT GGA CCT ACA
GCT GAT TTAGTATCT CAATTT GCT TTA CCT GTACCT TCT ATG GTT ATT TGT CGT
TTA TTA GGT GTT CCT TAT GCT GAT CAC GAA TTT TTT CAA GAT GCA AGC AAA
CGT TTA GTA CAA TCT ACA GAT GCT CAA TCT GCT TTA ACA GCT CGT AAT GAT
TTA GCT GGA TAT TTA GAT GGA CTT ATT ACG CAA TTT CAA ACA GAA CCT GGT
GCT GGA TTA GTT GGA GCT TTA GTA GCT GAT CAA TTA GCT AAT GGT GAA ATT
GAT CGT GAA GAA TTA ATT AGC ACG GCT ATG TTA TTA TTA ATT GCT GGA CAT
GAA ACA ACA GCT TCT ATG ACA TCT TTA AGC GTA ATT ACA CTT TTA GAT CAT
CCA GAA CAA TAT GCT GCT TTA CGT GCT GAT CGT TCT TTA GTA CCT GGT GCT
GTA GAA GAA TTA CTT CGT TAT CTT GCT ATT GCT GAT ATT GCA GGT GGA CGT
GTA GCT ACA GCT GAT ATT GAA GTA GAA GGA CAT TTA ATT CGT GCT GGT GAA
GGT GTA ATT GTA GTA AAT AGC ATT GCT AAT CGT GAT GGA ACA GTA TAT GAA
GAT CCT GAT GCT TTA GAT ATT CAT CGT TCT GCT CGT CAT CAT TTA GCT TTT
GGA TTT GGA GTA CAT CAA TGT TTA GGA CAA AAC CTT GCT CGT CTT GAA TTA
GAA GTA ATT CTT AAC GCT TTA ATG GAT CGT GTA CCT ACA TTA CGT TTA GCT
GTA CCT GTA GAA CAA TTA GTA TTA CGT CCT GGA ACA ACA ATT CAA GGT GTA
AAC GAA TTA CCT GTAACA TGG TAA TAA ACGCGT - Miul
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7.4.2.2. Arh1 (A18G)

Da es sich bei Arh1 eigentlich um die Arh1 Mutante Arh1 (A18G) handelt, ist das FAD-
Bindemotiv (GXGXXG) durch Fettdruck hervorgehoben.

Kpnl - GGTACCAAATCAAGGAGGTGAATATACA ATG TCT ACA CAA ACA AGC AGC
CCT GTA GTA GGA ATT ATT GGA TCT GGA CCT GCT GGA TTT TAT ACA GCA CAT
CGT TTA TTA CGC AAT GAT CCT AAT GTA AAA ATT GAT ATG TTT GAA TCT CGT
CCT GTA CCT TTT GGA CTT GTA CGT TAT GGT GTA GCA CCT GAT CAT CCT GAA
GTA AAA CAT GTA GAA CAT AAATTT TCT GAA ATT GCA GAA TCT ACA CAATTT
CGT TTT TTA GGA AAT GTA AAC GTA GGT ACA GAT GTA AGC CTT CGT GAT TTA
ACA AAA AAT TAT GAT TGT TTA GTA TTA GCA TAT GGT GCA GCT GGT GAT AAA
CGT TTA GGA ATT CCT GGT GAA GAT TTA AGC GGA GTA TAT TCT GCA CGT GAA
GTA GTA GGA TGG TAT AAT TCT GAT CCT CGC AAC CAA AAT TTA GAA TTA GAT
TTA TCT CAA GTA GAA GAT GCA GTA GTA ATT GGA CAT GGA AAC GTT AGC TTA
GAT GTA GCT CGT ATT CTT TTA AGC AAT CCT GCA CAA TTA TCA CCT ACA GAT
ATT AAT CCTTTATTT CTT AAATCT TTA GAA CGC TCT AAT TTA AAA CGT TTA CAT
ATT GTA GGA CGT CGT AAC ATT TTT TCT GTA TCT TTT ACA ATT AAA GAA TTA
CGT GAATTATTT GCT TTATCT TCT GCAGTATTT TTT GCA CCT TCT TTT AAT TAT
TCT ACA AAA TGG ATG AAT GAA ACG GAT GCA AGC GGA TTA GAT CGT CCT CGT
AAA CGT TTA TTA AAA TTA TTA GTA TCT GAA ATT CAA AAA GCA GTA TCT GAA
AAA CGT GTA GCA CCT TAT TCT AAA GAT AAA AAA TGT TGG AAT TTA GAA TTT
GGA TTA ACA CCT GTA GAA ATT TTA GGA CAT AAA GGT AAT GTA GAA AAT GTA
CGT TTT CAA ATT ACA GAT TCT ATT CGT ACA GAT GCA GAA TCT AAATTT ACA
ACA ATT CCT GCT CAATTATTT ATT CGT TCT ATT GGA TAT AAATCT ATG CCT TTA
CCT GGA ATG AAA GAT GTT GGA GTA CCT TTT GAT GAT GCA AAA GGT ATT GTT
AAA AAT GTA AAT GGA TTT GTA CGT CCT GGA ATT TAT ACA AGC GGA TGG GTA
AAA CAT GGA CCT ATT GGA GTA ATT GCA ACG ACA ATG ATG GAT GCA TTT GCA
ACA GCA GAT ACA ATT ACA AAA GAT TGG AAA TCT AAA AAA GAA TTT TTA AAA
AAT TCT AAA TTA GGA TGG GAT GGA TTA AAA AAA AAT ATT AAA ACA CCT GTA
AAT CAC TGG AAA GAT TGG AAA GTA ATT CGT AAT GCA GAA ATT GAA CGC GGA
TTA CGT CAT GAA AGT TTA AGC GAA AAA TTT CGC TCT AAT GAA GAT ATG ATT
AAA TTA ATT TAT CCT GGA AAA AAA TAA GAGCTC - Sacl
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7.4.2.3. Etp1™ (516-618)

BsrGl - TGTACAAAATCAAGGAGGTGAATATACA ATG GGA ACA GGT ATT AAA GTA
TTT TTT GTA ACG CCT GAA GGA CGT GAA ATC ATG ATT GAA GGT AAC GAA GGC
GAT TCT ATT TTA GAT TTA GCA CAT GCA AAT AAT ATT GAT TTA GAA GGT GCT
TGC GAA GGA TCT GTA GCA TGT TCT ACA TGC CAT GTA ATT GTA GAT CCT GAA
CAT TAT GAA TTA TTA GAT CCT CCG GAA GAA GAT GAA GAA GAT ATG TTA GAT
TTA GCT TTT GGA TTA GAA GAA ACA AGC CGT CTT GGA TGT CAA GTA CTT CTT
CGT AAA GAT CTT GAT GGA ATT CGT GTA CGT ATT CCT TAA GCATGC - Sphl
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7.5. Sequenzierungsergebnisse

Query: referierende Sequenz
Sbjct: Sequenzierergebnis

7.5.1. pPKKHC-CYP105A1 His

Sequenzierprimer: AB105Ncofor

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

2386

1

2446

61

2506

121

2566

181

2626

241

2686

301

2746

361

2806

421

2866

481

2926

541

2986

601

3046

661

ACGCAGACCACGAATTTTTCCAGGACGCAAGCAAACGTCTGGTGCAGTCTACCGATGCAC

LR e e e e e e e e e e e e el
ACGCAGACCACGAATTTTTCCAGGACGCAAGCAAACGTCTGGTGCAGTCTACCGATGCAC

AGTCCGCTCTCACCGCTCGTAACGACCTCGCTGGTTACCTGGACGGTCTGATCACCCAGT

LR e e e e e e e e e e el
AGTCCGCTCTCACCGCTCGTAACGACCTCGCTGGTTACCTGGACGGTCTGATCACCCAGT

TCCAGACGGAACCAGGTGCTGGTCTGGTAGGTGCCCTGGTTGCGGATCAGCTGGCGAACG

RNy
TCCAGACGGAACCAGGTGCTGGTCTGGTAGGTGCCCTGGTTGCGGATCAGCTGGCGAACG

GTGAAATCGACCGTGAAGAACTGATCTCTACCGCAATGCTGCTGCTGATCGCAGGCCATG

LR e e e e e e e e e e e e e e el
GTGAAATCGACCGTGAAGAACTGATCTCTACCGCAATGCTGCTGCTGATCGCAGGCCATG

AAACTACCGCTTCTATGACCAGCCTGTCTGTAATCACCCTGCTGGATCACCCAGAACAGT

FELLRELRR R e e e e e e e e e e el
AAACTACCGCTTCTATGACCAGCCTGTCTGTAATCACCCTGCTGGATCACCCAGAACAGT

ATGCAGCGCTGCGTGCTGACCGTTCTCTCGTTCCGGGTGCCGTTGAAGAGCTGCTGCGTT

IELLEEEEE R R e e e e e e e el
ATGCAGCGCTGCGTGCTGACCGTTCTCTCGTTCCGGGTGCCGTTGAAGAGCTGCTGCGTT

ACCTGGCGATTGCGGATATCGCTGGTGGTCGTGTTGCAACCGCTGACATCGAGGTAGAGG

FELEREREE e e e e e e e e e e el
ACCTGGCGATTGCGGATATCGCTGGTGGTCGTGTTGCAACCGCTGACATCGAGGTAGAGG

GTCATCTGATCCGTGCGGGTGAAGGCGTCATCGTTGTTAACAGCATCGCGAACCGTGACG

RN NN NN RN RNy
GTCATCTGATCCGTGCGGGTGAAGGCGTCATCGTTGTTAACAGCATCGCGAACCGTGACG

GTACGGTTTACGAGGACCCGGATGCGCTGGATATCCACCGTTCTGCGCGTCACCATCTGG

RN RNy
GTACGGTTTACGAGGACCCGGATGCGCTGGATATCCACCGTTCTGCGCGTCACCATCTGG

CCTTCGGTTTCGGCGTTCACCAGTGCCTGGGTCAGAACCTGGCTCGTCTGGAGCTGGAAG

RN RNy
CCTTCGGTTTCGGCGTTCACCAGTGCCTGGGTCAGAACCTGGCTCGTCTGGAGCTGGAAG

TGATCCTGAACGCGCTGATGGATCGCGTACCGACTCTGCGTCTGGCTGTACCGGTTGAAC

PEEELERE R e e e e e e e e e el
TGATCCTGAACGCGCTGATGGATCGCGTACCGACTCTGCGTCTGGCTGTACCGGTTGAAC

AGCTGGTACTGCGTCCAGGTACGACCATCCAGGGTGTGAACGAACTGCCGGTGACGTGG-

PEEELRREER R e e e e e e e e e e e e et
AGCTGGTACTGCGTCCAGGTACGACCATCCAGGGTGTGAACGAACTGCCGGTGACGTGGC

2445
60
2505
120
2565
180
2625
240
2685
300
2745
360
2805
420
2865
480
2925
540
2985
600
3045
660
3104

720
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7.5.2. pPKKHC-CYP105A1 (R84A/R73V) His

Sequenzierprimer: Nco B.meg for

Query 60 CGGATGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGATGGATATG 119

EELEREEER R e e e e e e et el
Sbjct 1 CGGATGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGATGGATATG 60

Query 120 CTCAATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGACGTCAAG 179

NN RN NN RNy
Shjct 61  CTCAATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGACGTCAAG 120

Query 180 CTTGGGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGTTTATCTT 239

IEELREEEE R e e e e e e e e e e e el
Shjct 121  CTTGGGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGTTTATCTT 180

Query 240 CTAATGTGACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTGCTTTTGAAGCTGTACGTGAAT 299

IEEEERRE e e e e e e e e e e et
Sbjct 181  CTAATGTGACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTGCTTTTGAAGCTGTACGTGAAT 240

Query 300 CTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAA 359

IR e e e e e e el
Sbjct 241  CTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAA 300

Query 360  TTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTAC 419

EEELEEE e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 301  TTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTAC 360

Query 420  ACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTG 479

LR e e e e e e e e e e el
Sbjct 361  ACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTG 420

Query 480  CTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACG 539

IEEEEL R e et e e e e e e e el
Sbjct 421  CTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACG 480

Query 540  AATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAA 599

LR e e e e e e e e et
Sbjct 481  AATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAA 540

Query 600  CAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAAC 659

R RN RN NN NN RNy
Sbjct 541  CAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAAC 600

Query 660  CTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATC 719

. RN RN NN NN AR RNy
Sbjct 601  CTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATC 660

Query 720  GTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTT 779

IELEREEE R e e e e e e e e e el
Shjct 661  GTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTT 720

Query 780 CTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTAC 839

IR e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 721  CTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTAC 780

Query 840  GTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTG 899

NN AR RN RNy
Sbjct 781  GTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTG 840

140



Anhang

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

900

841

960

901

1020

961

CTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTC

IR e e e e e e e e e el
CTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTC

GTGCTGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATG

IR e e e e e e e e e e e el
GTGCTGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATG

AAGATCCTGATGCTTTAGATATTCA 1044

FEEERLRRERER Rt
AAGATCCTGATGCTTTAGATATTCA 985

Sequenzierprimer: Pst1 His rev

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

304

910

364

850

424

790

484

730

544

670

604

610

664

550

724

490

784

430

844

370

904

310

964

250

1024

190

TCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAATTAG

EEELLEE e e e e e e e e e e e e e e el
TCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAATTAG

CGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTACACGG

RN NN RN NNy
CGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTACACGG

ATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTGCTTT

TR e e e e e e e e e e e el
ATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTGCTTT

ACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACGAATT

PR e e e e e e e el
ACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACGAATT

TTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAACAGC

LR e e e e e e e e e e e e e e el
TTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAACAGC

TCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAACCTGG

NN RNy
TCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAACCTGG

TGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATCGTGA

PR e e e e e e e e e e i
TGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATCGTGA

AGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTTCTAT

EEELEEE e e e e e e e e et
AGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTTCTAT

GACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTACGTGC

PR e e e e e e e e e e el
GACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTACGTGC

TGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTGCTGA

PEEELLRR R e e e e e e e e et
TGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTGCTGA

TATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTCGTGC

R AR RNy
TATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTCGTGC

TGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATGAAGA

PELEREEE R e e e e e e e e e e e e i
TGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATGAAGA

TCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGATTTGGAGT

PELERERER e e e e e e e e el
TCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGATTTGGAGT

959
900
1019

960

363
851
423
791
483
731
543
671
603
611
663
551
723
491
783
431
843
371
903
311
963
251
1023
191
1083

131

141



Anhang

Query 1084 ACATCAATGTTTAGGACAAAACCTTGCTCGTCTTGAATTAGAAGTAATTCTTAACGCTTT 1143

LRt e e e e e e e e el
Sbjct 130  ACATCAATGTTTAGGACAAAACCTTGCTCGTCTTGAATTAGAAGTAATTCTTAACGCTTT 71

Query 1144 AATGGATCGTGTACCTACATTACGTTTAGCTGTACCTGTAGAACAATTAGTATTACGTCC 1203

NN RN AN RN RNy
Shjct 70  AATGGATCGTGTACCTACATTACGTTTAGCTGTACCTGTAGAACAATTAGTATTACGTCC 11

Query 1204 TGGAACAACA 1213

It
Sbjct 10  TGGAACAACA 1

7.5.3. pSMF CYP105A1 wt vs. pSMF- CYP105A1 (R84A/R73V) (MK-1vs.MK-3)
Sequenzierprimer: MCS Bmeg for

Anmerkung: Das pSMF CYP105A1 wt Sequenzierergebnis wurde gegen das pSMF-
CYP105A1 (R84A/R73V) Sequenzierergebnis von geblastet.

Query 70 CAAACAACGGATGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGAT 129

EEEERERER R e e e e e e e el
Shjct 7 CAAACAACGGATGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGAT 66

Query 130  GGATATGCTCAATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGA 189

PR e e e e e e e e e et
Shjct 67  GGATATGCTCAATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGA 126

Query 190 CGTCAAGCTTGGGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGT 249

LR e e e e e e e e e e e e e et
Sbjct 127  CGTCAAGCTTGGGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGT 186

Query 250  TTATCTTCTAAT-GTGACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTGC-TTTTGAAGCTG 307

PRERLRREEnnr o LR e e e e ey 1 it tili
Sbjct 187  TTATCTTCTAATCGT-ACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCT-CGTTTCGAAGCTG 244

Query 308  TACGTGAATCTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTC 367

CEELEREE R e e e e e e e e e el
Sbjct 245  TACGTGAATCTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTC 304

Query 368  GTATGACAATTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAG 427

RN RN RN NN NN RN RNy
Sbjct 305  GTATGACAATTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAG 364

Query 428  AAGTAGTACACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTAT 487

FELERERER e e e e e e e e e e e el
Sbjct 365  AAGTAGTACACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTAT 424

Query 488  CTCAATTTGCTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATG 547

IELEEERER e et e e e e el
Sbjct 425  CTCAATTTGCTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATG 484

Query 548  CTGATCACGAATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAAT 607

IR e e e e e e e e e el
Sbjct 485  CTGATCACGAATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAAT 544

Query 608 CTGCTTTAACAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTC 667

NN RN RN RN RNy
Sbjct 545  CTGCTTTAACAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTC 604

Query 668  AAACAGAACCTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTG 727

RN NN RN AR RNy
Sbjct 605  AAACAGAACCTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTG 664

142



Anhang

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

728

665

788

725

848

785

908

845

AAATTGATCGTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAA

EEELLER e e e e e e e e e el
AAATTGATCGTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAA

CAACAGCTTCTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATG

PR e e e e e e e e e e e e el
CAACAGCTTCTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATG

CTGCTTTACGTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATC

IR e e e e e e e el
CTGCTTTACGTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATC

TTGCTATTGCTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGAC

EEERRERR R e e e e e e e e e e e e e e el
TTGCTATTGCTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGAC

7.5.4. pSMF-CYP105A1 wt Arh1-Etp1™ (516-618) (MK-2)

Sequenzierprimer: MCS Bmeg for

Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

21

7

81

64

141

124

201

184

261

244

321

304

381

364

441

424

501

484

561

544

621

604

ATGACAGATACAGCTACAACACCTCAAACAACGGA 80

IELEREEER el
ATGACAGATACAGCTACAACACCTCAAACAACGGA 63

TGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGATGGATATGCTCA

PR e e e e e e e e e el
TGCTCCTGCTTTTCCTTCTAATCGTAGCTGTCCTTATCAATTACCTGATGGATATGCTCA

ATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGACGTCAAGCTTG

LR e e e e e e e e e el
ATTACGTGATACACCTGGACCTTTACATCGTGTAACATTATACGATGGACGTCAAGCTTG

GGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGTTTATCTTCTAA

LR e e e e e e e e e e e et
GGTAGTAACAAAACATGAAGCTGCTAGAAAATTATTAGGTGATCCTCGTTTATCTTCTAA

TCGTACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTCGTTTCGAAGCTGTACGTGAATCTCC

CELERELEE e e e e e e el
TCGTACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTCGTTTCGAAGCTGTACGTGAATCTCC

TCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAATTAG

RN NN NN RN RN RN RNy
TCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATGACAATTAG

CGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTACACGG

RN NN RN NN RN RN ANy
CGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTAGTACACGG

ATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTGCTTT

LR e e e e e e e e et
ATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAATTTGCTTT

ACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACGAATT

FELERERER e e e e e e e e el
ACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGATCACGAATT

TTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAACAGC

PR e e e e e e e e e e e e e e e el
TTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCTTTAACAGC

TCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAACCTGG

RN NN RN NN RNy
TCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACAGAACCTGG

787
724
847
784
907
844
967

904

140
123
200
183
260
243
320
303
380
363
440
423
500
483
560
543
620
603
680

663

143



Anhang

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

681

664

741

724

801

784

861

844

921

904

981

963

1041

1022

1101

1081

1161

1129

1220

1182

TGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATCGTGA

LR e e e e e e e e el
TGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATTGATCGTGA

AGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTTCTAT

FEEEREEER e et e e e e e e el
AGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACAGCTTCTAT

GACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTACGTGC

PR e e e e e e e e e e e el
GACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCTTTACGTGC

TGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTGCTGA

PEEERRRR e e e e e e e e e e e et
TGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCTATTGCTGA

TATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTCGTGC

CEEELLEE PRt e e e e e e e e e e e e el
TATTGCAG-TGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTAATTCGTGC

TGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATGAAGA

PEEELEEE LR e e e e e e e e e e e e i
TGGTGAAGG-GTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTATATGAAGA

TCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGATTTGGAGT

PEEELERE e e e e e e e e e e e e ey it
TCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGATT-GGAGT

ACATCAATGTTTAGGACAAAACCTTGCTCGTCTTGAATTAGAAGTAATTCTTAACGCTTT

N A NN R NN
ACATCA-TGTT-AG-ACAA--C-TTGCTCGTCTTGA-TTAGA-GTA-T-CT-A-CGCTTT

AATGGATCGTGTACCTACATTACGTTTAGC-TGTACCTGTAGAACAATTAGTATTACGTC

ELREneer e e b reeer e Peneeendn on e it i
A-TGGATCGT-TACTTACCTAACGTT-AGCCTGTACCTGT-GA-CA-TTAG-ATTACGTC

CTGGAACAACAATTCAAGGTGT-AAACG 1246

I e e il
-TG-A-CA-CA-TTCAGGGTGTTAAACG 1204

7.5.5. pSMF CYP105A1 (R84A/R73V) Arh1 Etp1™ (516-618) (MK-4)

Sequenzierprimer: MCS Bmeg for

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

236

61

296

121

356

181

416

241

476

301

TCTTCTAATGTGACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTGCTTTCGAAGCTGTACGT

PELEREEE R e e e e et el
TCTTCTAATGTGACGGATGATAATTTTCCTGCTACATCTCCTGCTTTCGAAGCTGTACGT

GAATCTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATG

PEEERELE R e e e e e e e e e el
GAATCTCCTCAAGCTTTTATTGGATTAGATCCTCCTGAACATGGAACACGTCGTCGTATG

ACAATTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTA

LR e e e e e e e e i
ACAATTAGCGAATTTACGGTAAAACGTATTAAAGGTATGCGTCCTGAAGTAGAAGAAGTA

GTACACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAA

RN RNy
GTACACGGATTTTTAGATGAAATGTTAGCTGCTGGACCTACAGCTGATTTAGTATCTCAA

TTTGCTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGAT

LR e e e e e e e e el
TTTGCTTTACCTGTACCTTCTATGGTTATTTGTCGTTTATTAGGTGTTCCTTATGCTGAT

740
723
800
783
860
843
920
903
980
962
1040
1021
1100
1080
1160
1128
1219

1181

295
120
355
180
415
240
475
300
535

360

144



Anhang

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

536

361

596

421

656

481

716

541

776

601

836

661

896

721

956

781

1016

841

1076

901

1136

961

1196

1021

1256

1081

1316

1141

1376

1201

CACGAATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCT

PR e e e e e e e e e e e e e ennttl
CACGAATTTTTTCAAGATGCAAGCAAACGTTTAGTACAATCTACAGATGCTCAATCTGCT

TTAACAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACA

R A NN RN RN NN NN NNy
TTAACAGCTCGTAATGATTTAGCTGGATATTTAGATGGACTTATTACGCAATTTCAAACA

GAACCTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATT

PEELLERE e e e e e e e e e e e e el
GAACCTGGTGCTGGATTAGTTGGAGCTTTAGTAGCTGATCAATTAGCTAATGGTGAAATT

GATCGTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACA

LR e e e e e e e e e e e el
GATCGTGAAGAATTAATTAGCACGGCTATGTTATTATTAATTGCTGGACATGAAACAACA

GCTTCTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCT

LR e e e e e e e e e e et
GCTTCTATGACATCTTTAAGCGTAATTACACTTTTAGATCATCCAGAACAATATGCTGCT

TTACGTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCT

EEEELERE e e e e e e e e et
TTACGTGCTGATCGTTCTTTAGTACCTGGTGCTGTAGAAGAATTACTTCGTTATCTTGCT

ATTGCTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTA

LR e e e e e e e e e
ATTGCTGATATTGCAGGTGGACGTGTAGCTACAGCTGATATTGAAGTAGAAGGACATTTA

ATTCGTGCTGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTA

IR e e e e e e e e e el
ATTCGTGCTGGTGAAGGTGTAATTGTAGTAAATAGCATTGCTAATCGTGATGGAACAGTA

TATGAAGATCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGA

LR e e e e e e el
TATGAAGATCCTGATGCTTTAGATATTCATCGTTCTGCTCGTCATCATTTAGCTTTTGGA

TTTGGAGTACATCAATGTTTAGGACAAAACCTTGCTCGTCTTGAATTAGAAGTAATTCTT

LR e e et e e e e e el
TTTGGAGTACATCAATGTTTAGGACAAAACCTTGCTCGTCTTGAATTAGAAGTAATTCTT

AACGCTTTAATGGATCGTGTACCTACATTACGTTTAGCTGTACCTGTAGAACAATTAGTA

ELELERE R e e e e e e e el
AACGCTTTAATGGATCGTGTACCTACATTACGTTTAGCTGTACCTGTAGAACAATTAGTA

TTACGTCCTGGAACAACAATTCAAGGTGTAAACGAATTACCTGTAACATGGTAATAAACG

R NN NN RN RNy
TTACGTCCTGGAACAACAATTCAAGGTGTAAACGAATTACCTGTAACATGGTAATAAACG

CGTGGTACCAAATCAAGGAGGTGAATATACAATGTCTACACAAACAAGCAGCCCTGTAGT

PR e e e e el
CGTGGTACCAAATCAAGGAGGTGAATATACAATGTCTACACAAACAAGCAGCCCTGTAGT

AGGAATTATTGGATCTGGACCTGCTGGATTTTATACAGCACATCGTTTATTACGCAATGA

FELEEEEER L e e e e e e e e el
AGGAATTATTGGATCTGGACCTGCTGGATTTTATACAGCACATCGTTTATTACGCAATGA

TCCTAATGTAAAAATTGATATGTTT 1400

ELEEERE Rl
TCCTAATGTAAAAATTGATATGTTT 1225

595
420
655
480
715
540
775
600
835
660
895
720
955
780
1015
840
1075
900
1135
960
1195
1020
1255
1080
1315
1140
1375

1200

145



Anhang

7.6. Strukturdaten der 3-hydroxylierten Glimepirid- und Glibenclamid-Derivate

Tabelle 7.1: Strukturdaten von R-3-Hydroxycyclohexyl-Glimepirid

300 K 343 K
SC 8H 6H
1ax 47.41 3.28 m 3.33 dddd
(11.5/11.5/4/4)

2ax 41.48 1.04 m 1.07 m

2eq 1.87 m 1.94 dddd (12/4/4/2)

3ax 72.49 2.88 m 293 m

4 38.64 1.10 m 1.14 m

5ax 30.35 0.88 m 0.91m

5eq 1.56 m 1.59 m

6ax 31.72 1.04 m 1.05m

6eq 1.61m 1.67 m

I 6.39d (8) 6.21d (8)

8 165.05 |-——-—-—rm |
11 138.33 |- e
12,16 |129.11 7.45 m (2H) 7.42 m (2H)
13,15 [127.27 7.81 m (2H) 7.80 m (2H)
14 144.88 |- |
17 35.15 2.90 m (2H) 2.92 m (2H)

18 39.83 3.50 m (2H) 3.53 m (2H)
19 |- 8.37t (6) 8.23 1 (6)

20 151.64 |- |
22 171.82 |- |
23 5185 |4.17s 416 s

24 131.92 |- |
25 152.01 |- |
26 12.80 2.01 s (3H) 2.02 s (3H)
27 15.96 2.19 q (2H) 2.219 (7; 2H)
28 12.67 0.981 (7.5; 3H) 1.01t (7; 3H)
4-Me 18.13 0.88d (7; 3H) 0.90d (7; 3H)
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Anhang

Tabelle 7.2: Strukturdaten von cis-3 Hydroxycyclohexyl-Glibenclamid

300K 343K
¢ On On
1ax 46.81 3.33m 3.38 ddddd
(10.3/10.3/8/4/4)
2ax 40.41 1.07m 1.09 m
2eq 1.83 m 1.88 ddd (12/4/4)
3ax 67.03 3.42m 3.46 dddd (9.5/9.5/4/4)
4ax 34.12 1.07m 1.08 m
4deq 1.67 m 1.70 m
5ax 20.47 1.13 m 1.17 m
5eq 1.60m 1.63 m
6ax 31.41 1.01m 1.03 m
6eq 1.55m 1.61m
7 |- 6.53 d (8) 6.40 d (8)
8 150.55
11 138.31
12,16 |129.24 7.48 m (2H) 7.48 m (2H)
13,15 |127.26 7.84 m (2H) 7.85 m (2H)
14 145.13
17 34.65 2.94 m (2H)
18 39.83 3.55 m (2H)
19 |- 8.251(5.5) 8.251(5.5)
20 163.65
21 124.80
22 129.50 7.67d (2.5) 7.67 d (2.5)
23 124.34
24 131.51 7.49 dd|7.47 dd 8.5/2.5)
8.5/2.5)
25 114.14 7.14 d (8.5) 7.13d (8.5)
26 155.69
OCHj; 56.21 3.79 s (3H) 3.80 s (3H)
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