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Summary

Summary

Cytochromes P450 exhibit a great biotechnological potential due to their ability to introduce
molecular oxygen regio- and stereoselectively into non-activated hydrocarbons. The use of
bacterial CYPs is thereby very interesting, because they possess higher expression rates,
stabilities and often higher substrate specificities in comparison to membrane bound P450
monooxygenases. Within the scope of this work, new substrates of the 15B-hydroxylase
CYP106A2 from Bacillus megaterium ATCC 13368 have been identified and characterized in
detail, which led to new insights into the substrate specificity and substrate binding of this
enzyme. The substrate spectrum was extended to biotechnological relevant di- and
triterpenes and CYP106A2 was identified as the first bacterial diterpene hydroxylase, which
catalyzes a regioselective allylic hydroxylation in a single step. Using Bacillus megaterium
ATCC 13368, which contains CYP106A2 and its homologous redox partners, sufficient
amounts of reaction products were produced for the identification of the hydroxylation
position by NMR-spectroscopy. To further improve the productivity of the natural converting
whole-cell system, a P450 dependent recombinant expression system in Bacillus megaterium
was developed, that allows the coexpression of CYP106A2 and its heterologous redox chain
consisting of AdR and Adx. This whole-cell biocatalyst was successfully employed for the
conversion of the new substrates, leading to an increased productivity in comparison to the

naturally CYP106A2 expressing Bacillus megaterium ATCC 13368.

Vi



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Cytochrome P450 besitzen aufgrund ihrer Fahigkeit atomaren Sauerstoff regio- und
stereoselektiv in nicht aktivierte C-H-Bindungen einzufiihren ein grofles biotechnologisches
Potential. Ein Einsatz bakterieller CYPs ist hierbei besonders interessant, da sie sich im
Vergleich zu membrangebundenen P450 Monooxygenasen durch hohere Expressionsraten,
Stabilitaten und oft durch hohere Substratspezifitdten auszeichnen. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden neue Substrate der bakteriellen 15B-Hydroxylase CYP106A2 aus Bacillus megaterium
ATCC 13368 identifiziert und eingehend charakterisiert, wodurch neue Erkenntnisse Uber die
Substratspezifitat und Substratbindung dieses Enzyms erhalten wurden. Das
Substratspektrum wurde um biotechnologisch relevante Di- und Triterpene erweitert und
infolge dessen wurde CYP106A2 als die erste bakterielle Diterpenhydroxylase identifiziert,
die eine regioselektive allylische Hydroxylierung in einem Schritt katalysiert. Durch den
Einsatz des B. megaterium Stammes ATCC 13368, der sowohl CYP106A2 als auch seine
homologen Redoxpartner endogen beinhaltet, wurden ausreichende Mengen einzelner
Produkte synthetisiert, um die exakte Hydroxylierungsposition im Molekiil durch NMR-
Spektroskopie zu bestimmen. Zur Steigerung der Produktivitdt dieses natirlichen
Ganzzellsystems wurde zum ersten Mal ein P450 abhédngiges rekombinantes
Expressionssystem fiir Bacillus megaterium entwickelt, welches die Koexpression von
CYP106A2 und seiner heterologen Redoxpartner AdR und Adx erlaubt. Dieser
Ganzellbiokatalysator wurde erfolgreich zum Umsatz der neuen Substrate eingesetzt,
wodurch eine deutliche Steigerung der Produktivitat im Vergleich zum nattirlichen CYP106A2

exprimierenden Bacillus megaterium Stamm ATCC 13368 erzielt wurde.

Vi
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1 Einleitung

1.1 Cytochrome P450

Mason und Hayaishi konnten 1955 erstmals durch 20, Markierung zeigen, dass Enzyme
existieren, die in der Lage sind, O-Atome direkt aus molekularem Sauerstoff in organische
Molekile einzufiihren, und Hayaishi bezeichnete diese als Oxygenasen (Mason et al. 1955;
Hayaishi et al. 1955). Im selben Jahr veroffentlichte Axelrod die Oxidation von Ephedrin
durch die mikrosomale Fraktion von Rattenleberlysat in Gegenwart von NADPH und
molekularem Sauerstoff (Axelrod 1955). Drei Jahre spater (1958) berichteten Garfinkel und
Klingenberg  unabhangig voneinander von einem CO-bindenden Pigment in
Lebermikrosomen von Schweinen und Ratten, welches im reduzierten Eisen-CO-Komplex ein
Absorptionsmaximum bei 450 nm zeigte (Klingenberg 1958; Garfinkel 1958). Dieses Pigment
konnte schlieBlich 1964 von Omura und Sato als ein Ham-Protein, das als prostethische
Gruppe ein Eisen-Protoporphyrin-IX enthalt, identifiziert werden und sie gaben diesem den
Namen ,Cytochrom P450” (Omura und Sato 1964). Das charakteristische
Absorptionsmaximum bei 450 nm der Cytochrom-P450-Enzyme beruht auf der Tatsache,
dass der fiinfte Ligand am Eisen des Protoporphyrin IX ein Thiolat-Anion eines Cysteins
darstellt und nicht wie in anderen Eisen-Protoporphyrin-IX-haltigen Hamproteinen ein
Histidin (Sono et al. 1996; Omura 2005). Heute weilf man, dass diese Enzyme, die
urspriinglich in Rattenlebermikrosomen entdeckt wurden, eine Superfamilie von Ham-
Thiolat-Proteinen darstellt, die in Bakterien, Pflanzen, Wiirmern, Saugetieren, Fischen,
Insekten und Pilzen zu finden sind. So wurde erst kirzlich das erste virale Cytochrom P450
entdeckt (Lamb et al. 2009). 2010 waren bereits 12.456 verschiedene Cytochrome P450
bekannt (Nelson 2011). In Arabidopsis sind z.B. 272 und in Reis sogar 457 verschiedene P450
enthalten (Ortiz de Montellano 2010) und allein der Mensch tragt 57 aktive P450-Gene in
sich. Die Diversitat dieser Enzymklasse verlangte nach einer einheitlichen Nomenklatur, die
1987 eingefiihrt wurde (Nebert et al. 1987) und auf Sequenzvergleichen der Gene beruht.
Ein P450-Gen erhdlt dabei die Abkiirzung CYP (Cytochrom P450), gefolgt von einer
arabischen Zahl, die fiir die Familie steht (Proteine mit einer Sequenziibereinstimmung von
mehr als 40 %). Der folgende Buchstabe kennzeichnet die Subfamilie (bei mehr als 55 %

Ubereinstimmung) und eine weitere arabische Nummer steht fiir das individuelle Gen (Abb.
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1.1) (Nelson et al. 1996). Weitere Informationen sind unter

http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html zu finden (Nelson 2009).

Familie individuelles Gen

ro
[CYPIlOGIAIZ]
! !

Cytochrom P450 Subfamilie

Abb. 1.1 Nomenklatur der Cytochrome P450 am Beispiel von CYP106A2.

Cytochrome P450 zahlen zu den Oxygenasen, genauer zu den Monooxygenasen. Die von
ihnen katalysierte Reaktion fihrt zu einer Reduktion von Sauerstoff, wobei eines der
Sauerstoffatome in das Substrat eingebaut wird und das andere zu Wasser abreagiert. Die
fir die Reaktion bendétigten Elektronen erhalten sie von externen Elektronendonatoren wie
z.B NADPH. Man ordnet sie deshalb den externen Monooxygenasen zu.

Die von Cytochromen P450 katalysierte Reaktion lasst sich wie folgt darstellen:

NAD(P)H + H'+ 0+ RH ——» NADP'+ H,0+ ROH

RH: Substrat in der reduzierten Form
ROH: Substrat in der oxidierten Form
NAD(P)H + H": externer Elektronendonor

Allerdings ist eine direkte Elektroneniibertragung zwischen dem Donator (in der Regel
NAD(P)H) und dem Cytochrom P450 meist nicht moglich. Deshalb sind ein oder zwei
zusatzliche Proteine erforderlich, um den vollstandigen Transfer der Elektronen zum Ham-
Protein zu gewahrleisten. Diese sogenannten Cytochrom-P450-Systeme werden in
unterschiedliche Klassen eingeteilt (Abb. 1.2) (Hannemann et al. 2007). Die beiden
Hauptkategorien (Klasse | und Il) beinhalten das mitochondriale/bakterielle System (Klasse 1),
in dem die Elektronen von NAD(P)H liber eine FAD-haltige Ferredoxinreduktase (FdR) zu
einem l6slichen Eisen-Schwefel-Protein (Ferredoxin, Fdx) transferiert werden, welches die
Elektronen schlieRlich auf das Cytochrom P450 libertragt. Im mitochondrialen System ist die
Reduktase an die innere Membran assoziiert und das P450 in die Membran eingebettet,
wohingegen im bakteriellen System alle beteiligten Proteine in I6slicher Form vorliegen. Die

zweite Kategorie (Klasse IlI) umfasst das mikrosomale System, in dem alle
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Proteinkomponenten in die Membran eingelagert sind. Hier erfolgt der Elektronentransfer
von NADPH liber die Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (CPR), die sowohl eine FAD- als auch
eine FMN-Domane beinhaltet. Die FAD-Domane fungiert als Elektronenakzeptor fiir NADPH

und die FMN-Doméne Ubertragt die Elektronen zum Cytochrom P450.

NAD(P)" F\dRJ A_.Z; RH +0,
ROH + H,0
RH + O,

A) Klasse |, bakterielles System

NADPH + H* : ‘
NADP* FAR A—Z’
Matrix \J

Innere Mitochondrienmembran
N

B) Klasse |, mitochondriales System

NADPH + H*
ROH + H,0
+ CPR
NADP RH + 0,
Zytoplasma

ER-Membran

G

C) Klasse Il, mikrosomales System

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der Klassifizierung von Cytochrom-P450-Systemen nach Hannemann et a/
(2007). A) Klasse |, bakteriell; B) Klasse I, mitochondrial; C) Klasse I, mikrosomal. FdR = Ferredoxinreduktase,
Fdx = Ferredoxin, P450 = Cytochrom P450, CPR = Cytochrom-P450-Oxidoreduktase, ER = endoplasmatisches
Retikulum.
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Neben den in Abb. 1.2 dargestellten Hauptkategorien existieren weitere Systeme, in denen
die einzelnen Proteine zum Teil fusioniert vorliegen und/oder aus anderen Enzymen
bestehen (Hannemann et al. 2007). Diese werden hier jedoch nicht ndher diskutiert.

Aufgrund ihrer Vielfdltigkeit und weiten Verbreitung ist es nicht verwunderlich, dass
Cytochrome P450 eine Vielzahl verschiedener Reaktionen katalysieren. In der menschlichen
Leber vollfiihren sie beispielsweise 75 % der Phase-I-Reaktionen (Guengerich 2006). Aus
diesem Grund sind sie dulRerst interessant fiir die pharmazeutische Industrie, da das Wissen
Uber die genaue Verstoffwechselung von neuen Arzneimittelkandidaten wahrend der
Medikamentenentwicklung von hochster Wichtigkeit ist (Schroer et al. 2010). Die
eingesetzte Verbindung kann z.B. erst durch den P450-abhdngigen Metabolismus in ihre
aktive Form (Prodrug) lberfiihrt werden (Guengerich 2002) und unreaktive Xenobiotika
kénnen zu hoch reaktiven, elektrophilen Zwischenstufen umgewandelt werden, die die DNA
alkylieren und dadurch eine krebserzeugende Wirkung entwickeln (Omura 2005). Neben
ihrer Fahigkeit, Arzneimittel zu metabolisieren, spielen sie in Sdugern eine zentrale Rolle in
der Biosynthese von Steroidhormonen (Bernhardt 1996; Bernhardt und Waterman 2007),
von Vitamin D und Gallensduren. In Pflanzen sind sie ebenfalls an verschiedenen
biochemischen Stoffwechselwegen beteiligt. Dies umfasst die Bildung von primaren und
sekunddren Metaboliten wie z.B. Alkaloiden, Terpenoiden, Lipiden und Pflanzenhormonen
(Mizutani und Ohta 2010). So wurde in der Weihrauchkiefer ein multifunktionelles
Cytochrom P450 (CYP720B1) entdeckt, das zahlreiche Diterpenoide als Substrate akzeptiert
(Ro et al. 2005). Es katalysiert die letzten beiden Oxidationsschritte bei der Bildung von
Abietinsaure aus Abietadiene (Zulak und Bohlmann 2010). Die gebildete Diterpenresinsaure,
ist eine wichtige Verbindung der Pflanze, um sich gegen Pflanzenfresser und
Krankheitserreger zu verteidigen (Mizutani und Ohta 2010). Dieser von der Kiefer vollfiihrte
Sekunddrmetabolismus adhnelt dabei stark der Oxidation von ent-Kauren zur ent-
Kaurensaure wahrend der Biosynthese der Gibberrellinphytohormone (Ro et al. 2005). In
Bakterien Ubernehmen Cytochrome P450 ebenfalls eine zentrale Rolle, so sind sie am
biologischen Abbau von Verbindungen beteiligt, die von den Mikroorganismen als
Kohlenstoffquelle verwendet werden und sind in die Produktion von biologisch aktiven
Sekunddarmetaboliten wie Antibiotika und Antimykotika involviert. 65 % aller Antibiotika
mikrobiellen Ursprungs stammen von Streptomyceten ab (Lamb et al. 2006). Das Cytochrom

P450pi« (CYP107L1) aus Streptomyces venzuelae ist beispielsweise in der Lage, zwei
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Makrolide unterschiedlicher GroRe zu binden und diese an zwei unterschiedlichen
Positionen zu hydroxylieren, wodurch nicht weniger als vier Makrolidantibiotika gebildet
werden (Cryle et al. 2003). Ebenfalls erwdhnenswert ist die Beteiligung von Cytochromen
P450 an der Biosynthese der Epothilone aus Songarium cellulosum. Epothilone besitzen zwar
nur eine begrenzte antimykotische Wirkung, allerdings haben sie eine starke zytostatische
Wirkung, die auf der Stabilisierung der Mikrotubuli beruht, einem Wirkmechanismus, den
bislang nur Taxol gezeigt hat (Ogura et al. 2004).

Eine kurze Ubersicht tiber die von Cytochromen P450 katalysierten Reaktionen ist in Abb. 1.3

gegeben (Sono et al. 1996; Meunier et al. 2004; Bernhardt 2006).

Hydroxylierung von Kohlenwasserstoffen
Epoxidierung von Alkenen, Oxygenierung
von Alkinen

Epoxidierung von Aren, aromatische
Hydroxylierung, NIH shift

N-, S-, O-Dealkylierung

N-Hydroxylierung

N-, S-Oxidation

Oxidative Desaminierung

Oxidative Dehalogenierung

Dehydrierung

Dehydratisierung

Reduktive Dehalogenierung

Reduktion von N-Oxid

Reduktion von Epoxid

Reduktive B-Spaltung von Alkylperoxiden
Reduktion von NO

Isomerisierungen

Oxidative C-C Bindungsspaltung

Oxidation von Alkoholen und Aldehyden

Abb. 1.3 Schematische Zusammenfassung P450 katalysierter Reaktionen.

Der sequentielle Reduktionsmechanismus der Cytochrome P450 und die Existenz von
zahlreichen Zwischenstufen wurde als erstes im bakteriellen CYP101A1 (P450..) aus
Pseudonomas putida und in mikrosomalen Systemen in den spaten 60er und friihen 70er
Jahren beschrieben (Katagiri et al. 1968; Estabrook et al. 1971). Heute ist ein katalytischer
Zyklus bekannt, der acht Intermediate beinhaltet (Abb. 1.4) (Denisov et al. 2005). Die
Aufklarung des Reaktionszykluses erfolgte mit Hilfe von Kristallstrukturen sowie zahlreichen
spektroskopischen Methoden wie EPR-, Mdssbauer-, EXAFS-, Raman-, NMR- MCD- und
UV/Vis-Spektroskopie (Isin und Guengerich 2008). Dies war jedoch nur moglich, weil die in
Abb. 1.4 dargestellten Ham-Sauerstoff-Intermediate sowie die prosthetischen
Gruppenkomplexe (mit anderen kleinen Liganden und/oder Inhibitoren) innerhalb der

verschiedenen P450 Isoformen die gleichen oder dhnliche spektrale Eigenschaften aufweisen
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(Luthra et al. 2011). So konnte die sog. ,compound |“ (Intermediat 7, Abb. 1.4) erst kirzlich
zum ersten Mal direkt spektroskopisch unter Verwendung von CYP119 aus dem
thermophilen Organismus Sulfolobus acidocaldarius charakterisiert werden (Rittle und
Green 2010).

Der katalytische Zyklus der Cytochrome P450 beinhaltet, wie bereits erwahnt, acht
Zwischenstufen, in denen das Ham-Eisen drei verschiedene Oxidationszustande durchlauft
(Fe®*, Fe*" und Fe™). Im substratfreien Zustand 1 ist das Ham-Eisen sechsfach koordiniert
und bildet einen oktaedrischen Komplex, in dem die dquatorialen Positionen von den vier
Stickstoffatomen des Protoporphyrinrings besetzt sind und die axialen Positionen von einem
Wassermolekil und einem Cysteinat eingenommen werden. Die Bindung des Substrats an
das sechsfach koordinierte low-spin (LS) Fe**-Enzym 1 verdringt gewdhnlich das als sechsten
Liganden, trans zum Cysteinat gebundene Wassermolekil und fuhrt zur Bildung eines
funffach koordinierten high-spin (HS) Enzym-Substrat-Komplexes 2. Das HS Fe*" besitzt nun
ein positiveres Reduktionspotential, wodurch sich das Eisen leichter zu Fe®* 3 reduzieren
[asst. In Studien unter Verwendung von CYP3A4 Nanodiscs konnte nach der Substratbindung
beispielsweise eine Steigerung des Redoxpotentials um 80 mV beobachtet werden (Das et al.
2007). Die Bindung von Sauerstoff fiihrt zu einem Oxy-P450 Komplex 4. Im nachfolgenden
Schritt wird dieser durch die Aufnahme des zweiten Elektrons zu einem Peroxo-Fe®'-
Zwischenprodukt 5 reduziert, das durch Protonierung in das Hydroperoxo—Fe3+-Intermediat 6
Uibergeht. Nach einer zweiten Protonierung und anschlieBender O-O-Bindungsspaltung wird
unter Eliminierung von Wasser Verbindung 7 gebildet, die als ,,compound I“ bezeichnet wird.
Die Insertion des Sauerstoffatoms in das Substrat fiihrt schlieBlich zur Ausbildung von
Intermediat 8. Im Allgemeinen wird diese Reaktion als Radikalreaktion betrachtet und lber
einen sog. ,Rebound-Mechanismus” (Abb. 1.5) erklart (Newcomb et al. 2003; Ortiz de
Montellano 2010).

Der Zyklus beinhaltet desweiteren drei zusatzliche Verzweigungsreaktionen, die als ,shunt
pathways" bezeichnet werden. Diese Reaktionen fiihren zu einer Dissoziation der reaktiven
Sauerstoffspezies vom Ham-Eisen, wobei jedoch nicht das gewilinschte Endprodukt gebildet
wird. Der autoxidase shunt beinhaltet eine Autoxidation des Komplexes 4 unter Bildung
eines Superoxidanions und Intermediat 2. Der peroxide shunt fihrt unter
Wasserstoffperoxidabspaltung des Komplexes 6 ebenfalls zur Bildung von 2 und im oxidase

shunt wird aus compound | unter Verbrauch von zwei Molekiilen NAD(P)H der Fe "-Komplex
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2 und Wasser gebildet. Diese Reaktionen werden auch als Entkopplungsreaktionen
bezeichnet, da sie zwar die Reduktionsdquivalente verbrauchen, aber nicht zur
Produktbildung flihren. Die Riickreaktion des peroxide shunt pathways ist allerdings fir
biotechnologische Prozesse interessant, da hier direkt aus dem high-spin-Komplex 2 unter
Verwendung einer Peroxidspezies das Intermediat 6 gebildet wird, wodurch der Zyklus ohne
Zusatz eines teuren Kofaktors (NAD(P)H) durchlaufen werden kann (Cirino und Arnold 2003).

Allerdings fiihrt dies zu einer schnellen Inaktivierung des Enzyms (Coon et al. 1996).
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Abb. 1.4 Der katalytische Zyklus der Cytochrome P450 nach Ortiz de Montellano (2010).
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Abb. 1.5 Radikalischer Rebound-Mechanismus bei der P450-katalysierten Substrathydroxylierung.

1.2 Cytochrome P450 in der Biotechnologie

Aufgrund ihrer mannigfaltigen Funktionen, ihres immensen Substratspektrums und
insbesondere ihrer Fahigkeit, atomaren Sauerstoff regio- oder stereoselektiv in allylische
Positionen und sogar in nicht aktivierte C-H-Bindungen einzubringen, sind Cytochrome P450
von auBerordentlichem Interesse fiir die Biotechnologie. Diese Art von Reaktionen sind
namlich meist nicht mit Hilfe der traditionellen organischen Synthese realisierbar oder
erfolgen wenn, nur mit geringer Chemo-, Regio-und Enantioselektivitdt (Loughlin 2000). Die
wichtigsten Anwendungsmoglichkeiten dieser Biokatalysatoren bestehen dabei wohl in der
Synthese von Arzneimitteln, Medikamentenmetaboliten, Feinchemikalien und im Bereich
der biologischen Dekontaminierung. Trotz dieses sehr grofen Potentials existieren aber
bisher nur einige wenige Beispiele fiir den Einsatz von Cytochromen P450 in industriellen

Prozessen (Tab. 1.1) (Julsing et al. 2008).

Tab. 1.1 Industrielle Biotransformationen mit Cytochromen P450 nach Julsing et al. (2008). n.a. = nicht
angegeben.

Prozess Biokatalysator Ausbeute | Unternehmen
n-Tridecan - Candida Tropicalis .

1 L |C
o,®-Tridecansaure (CYP52A1) 668/ ognis
Compactin - Streptomyces Y-110 1g/L Bristol-Myers-
Pravastatin (CYP105A3) e Squibb/Sankyo
Amorpha-4,11-dien - Saccharomyces cerevisiae 0.12 g/L Amyris
Artemisininsdure (CYP71AV1) o8 Biotechnologies
11-Deoxycortisol > Curvularia lunata n.a Pfizer/Bayer-
Hydrocortison (P450,,,) h Schering
Simvastatin - Nocardia autotropica

0.8g/L | Merck
6p-Hydroxymethylsimvastatin (unbekanntes P450) 4 erc

Anzumerken ist, dass in diesen Prozessen der Einsatz des Biokatalysators bislang auf

Ganzzellsysteme beschrankt ist und die verwendeten Mikroorganismen das P450 bereits
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endogen beinhalten. Lediglich bei der Produktion von Artemisininsdure, einer Vorstufe des
Anti-Malaria-Medikaments Artemisinin, wird ein Hefestamm zur heterologen Expression von
CYP71AV1, welches aus der Pflanze Artemisia annua isoliert wurde, verwendet. Erst kiirzlich
wurde von Dietrich et al. eine neue semi-biosynthetische Route zur direkten Herstellung von
Artemisinin in E. coli veroffentlicht, bei der eine P450 BM3-Mutante verwendet wird, die
selektiv die Bildung des Precursors Artemisinin-115,12-epoxid aus Amorphadien mit Titern
von 250 mg/L katalysiert (Dietrich et al. 2009). Obwohl der Einsatz der Monooxygenasen
bisher auf wenige groRtechnische Prozesse beschrankt ist, sind sie trotzdem sehr interessant
fur die Pharma-Branche. So werden bereits heute von Novartis und Roche zahlreiche
Arzneimittelmetabolite wahrend der Medikamentenentwicklung im mg-Mafistab mit Hilfe
der heterologen Koexpression von humanen Cytochromen P450 und der Cytochrom-P450-
Oxidoreduktase in E.coli hergestellt, um frihstmoglich Toxizitaten von Verbindungen
festzustellen, Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen Medikamenten zu bestimmen
und Stoffwechselwege zu untersuchen (Hanlon et al. 2007; Schroer et al. 2010). Als ebenfalls
sehr vielversprechend gilt eine mogliche Anwendung der P450 im Bereich biologischer
Dekontaminierung, bei der Mikroorganismen, Pilze und Pflanzen eingesetzt werden kénnen,
um Schadstoffe aus dem Erdreich oder Wasser zu entfernen. Rylott et al. berichteten
beispielsweise von einem Cytochrom P450 aus Arabidopsis thalina, das in der Lage ist, den
Militarsprengstoff Hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazin (RDX), mit dem bereits groRe
Bodenareale kontaminiert sind, selektiv abzubauen. In ihren Untersuchungen ziichteten sie
transgene Pflanzen, die gegen XRD resistent sind, ein besseres Wachstum als der Wildtyp
zeigen und den Sprengstoff selektiv degradieren (Rylott et al. 2006).

Diese Beispiele demonstrieren das immense Anwendungspotential dieser Protein-
Superfamilie. Allerdings ist ihr industrieller Einsatz, wie bereits erwahnt, bisher auf einige
wenige Anwendungen beschrankt. Auf die dafiir verantwortlichen Griinde, soll im Folgenden

ndher eingegangen werden.

13 Limitierende Faktoren bei der Anwendung von Cytochromen P450

Grinde fir den limitierten Einsatz der Cytochrome P450 in biotechnologischen Prozessen
sind die oftmals geringen katalytischen Aktivitditen und schlechten Stabilitaten der
Monooxygenasen sowie ihre strikte Abhangigkeit von stéchiometrischen Mengen des teuren

Kofaktors NAD(P)H und der Notwendigkeit mit Elektronentransferpartnern zu interagieren,
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um Uberhaupt katalytisch aktiv zu sein. Diese und andere mdgliche Limitierungen sind

schematisch in Abb. 1.6 dargestellt.

Stabilitat
Aktivitat

Kofaktor /

Cytochrom
P450

|

Elektronen- Spezifitat
transfer

Xpartner Losemittel-

toleranz

(PH

Abb. 1.6 Limitierende Faktoren fiir die Verwendung von Cytochromen P450 in der Biokatalyse nach O'Reilly et
al. (2011).

1.3.1 Aktivitat und Spezifitat

Einer der Faktoren, der auf einen umfassenden Einsatz der Cytochrome P450 stark
limitierend wirkt, ist ihre oftmals geringe katalytische Aktivitdit. Menschliche P450
erscheinen fir die Entwicklung von Biokatalysatoren aufgrund ihres breitgefacherten
Substratspektrums auf den ersten Blick zwar besser geeignet als die P450 bakteriellen
Ursprungs, allerdings sind sie von schlechteren Umsatzzahlen, geringeren Selektivitaten und
aufgrund ihrer Membranverankerung von niedrigeren heterologen Expressionsraten gepragt
als ihre bakteriellen Gegenspieler. Deshalb wurden bereits zahlreiche Versuche
unternommen, die Substratspezifitat bakterieller P450 so zu erweitern und zu modifizieren,
dass sie sich eher wie ,menschliche P450“ verhalten (O'Reilly et al. 2011). Weis et al.
generierten beispielsweise eine Bibliothek autarker CYPs aus Bakterien und Pilzen, die die
gleichen Metabolite von Diclofenac und Chlorzoxazon bildeten wie menschliche P450 (Weis
et al. 2009). Mit Hilfe der gerichteten Evolution konnten Mitarbeiter von Frances Arnold das
natlrliche Fusionsprotein CYP102A1 (P450 BM3) aus Bacillus megaterium, welches von allen

bekannten P450 die groRte katalytische Aktivitdt besitzt, so verandern, dass es unter
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Verwendung von Wasserstoffperoxid (peroxide shunt pathway) die authentischen
menschlichen Stoffwechselprodukte von Propanolol, die sehr attraktive Zielprodukte der
Pharmaindustrie darstellen, produziert (Otey et al. 2006; Gillam 2008). Allerdings waren die
totalen Umsatzzahlen sehr niedrig, so dass weitere Mutageneseschritte erfolgen mussten,

um die Ausbeute zu optimieren.

1.3.2 Stabilitat

Ein weiteres Hindernis fiir die synthetische und industrielle Anwendung liegt in der oftmals
geringen Thermostabilitdat der Enzyme. Allerdings existieren auch Monooxygenasen wie
CYP119 aus dem thermophilen Archaebakterium Sulfolobus solfataricus, das sich durch eine
extrem hohe Schmelztemperatur (~ 90°C) auszeichnet (Park et al. 2002). Eiben et al. konnte
durch Austausch der weniger stabilen Reduktasedomadne von CYP102A1 aus Bacillus
megaterium gegen die stabilere von CYP102A3 aus Bacillus subtilis eine Chimare mit
erhohter Thermostabilitat bilden (Eiben et al. 2007). Ein weiterer interessanter Ansatz zur
Erhohung der Stabilitat von Enzymen flr in vitro Biotransformationen stellt die
Immobilisierung dar (O'Reilly et al. 2011), die die Enzyme wahrend ihrer Verwendung und
Lagerung stabilisiert (Tischer und Kasche 1999). Eine erfolgreiche Immobilisierung eines
P450 erfolgte mit Hilfe der mikrosomalen Fraktion von Saccharomyces cerevisiae Zellen und
Calciumalginat, wobei nach einer Lagerung von zwei Wochen bei 4°C noch eine Aktivitat von
84 % vorhanden war (King et al. 1988). Allerdings wurde seither nur wenig zu diesem Thema

publiziert.

1.3.3 Elektronentransfer

Der Elektronentransfer stellt oftmals den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt wahrend
der Biotransformation dar und ist somit ein wichtiger Angriffspunkt flir eine Verbesserung
des Biokatalysators. Selbst nach einer erfolgreichen Elektroneniibertragung auf das Ham-
Protein kann es zu Entkopplungsreaktionen kommen, die zwar Reduktionsdaquivalente
verbrauchen, aber nicht das gewtlinschte Produkt bilden. Autarke Cytochrome P450 wie das
natlirliche Fusionsprotein CYP102A1 (P450 BM3), in dem die Ham-Domdane und
Diflavinreduktase-Domane fusioniert vorliegen, sind daher besonders interessant. Deshalb
ist es nicht verwunderlich, dass bereits zahlreiche synthetische P450-Fusionsproteine

konstruiert wurden (Deeni et al. 2001; Inui et al. 2007). Weiterhin erfolgt die

11
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Charakterisierung der Cytochrome P450 oftmals in Systemen, in denen die Elektronen nicht
Uber ihre physiologischen Redoxpartner transferiert werden (Urlacher und Girhard 2011), da
die Gene der Elektronentransferpartner oft nicht in der Nahe des P450 lokalisiert sind,
sondern (iber das Genom verteilt vorliegen und somit oftmals nicht bekannt sind (Bell et al.
2006; Ewen et al. 2009). Die Effizienz des heterologen Elektronentransfers ist aber oftmals

geringer als die unter Verwendung der homologen Redoxpartner (Hannemann et al. 2007).

1.3.4 Losemitteltoleranz

Als ebenfalls problematisch gestaltet sich die Instabilitdt der P450 Monooxygenasen in
Gegenwart bereits relativ geringer Mengen an organischem Losemittel. Allerdings handelt es
sich bei den meisten Substraten der P450 um stark hydrophobe Verbindungen, die nur in
organischen Losemitteln |6slich sind, weshalb zahlreiche Studien zur Erhéhung der Stabilitat
der P450 mittels Zufalls-und Sattigungsmutagenese existieren (Gillam 2008). Die Toleranz
von CYP102A1 gegeniiber DMSO und THF konnte dadurch erheblich gesteigert werden
(Wong et al. 2004). Eine weitere Alternative stellen Zweiphasensysteme dar, in denen das
Cytochrom P450 in der waéssrigen Phase und das Substrat in einer mit Wasser nicht
mischbaren Phase vorliegt. Die biokatalytische Reaktion findet dann im Grenzbereich

zwischen den beiden Phasen statt (Maurer et al. 2005; Zhao et al. 2007).

1.3.5 Kofaktor-Regeneration

Die schwierigste Herausforderung fir eine in vitro Verwendung von isolierten, externen
Monooxygenasen besteht wohl in ihrer Versorgung mit stochiometrischen Mengen eines
teuren Kofaktors (NAD(P)H) und der Bereitstellung von Redoxaquivalenten (Chefson und
Auclair 2006). Daher existieren zahlreiche Ansatze, um das Versorgungsproblem mit
ausreichenden Mengen des Kofaktors zu liberwinden z.B. durch die Verwendung von
Peroxiden im peroxide shunt pathway. Diese Methode fiihrt aber zu einer raschen
Inaktivierung des Cytochroms (Coon et al. 1996), was wiederum eine Verbesserung der
Stabilitdt des Enzyms gegeniber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch direkte Evolution
erfordert (Cirino und Arnold 2003). Die direkte Elektrochemie der Monooxygenasen,
immobilisiert auf einer Kathode, gestaltet sich ebenfalls aufgrund der Instabilitat des P450,
die durch Interaktion des CYPs mit der Elektrodenoberfliche hervorgerufen wird, als

schwierig, so dass Mediatoren zugesetzt werden missen, die im katalytischen Zyklus

12
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unterstitzend wirken (Urlacher et al. 2004). Weiterhin fuhrt die elektrochemische
Regeneration von NAD(P)H zu unerwiinschten Nebenreaktionen, die nur durch Zugabe von
Organometallkomplexen vermieden werden kdnnen (Hollmann et al. 2002). Die wohl
populdrste Methode zur NAD(P)H-Regeneration besteht in der Kopplung der Reaktion mit
einem zweiten Enzym, in den meisten Fallen einer Dehydrogenase. Dies erfordert allerdings
den Einsatz eines zweiten Substrats (Maurer et al. 2003). Am héaufigsten werden dabei
Glucosedehydrogenasen und Formiatdehydrogenasen verwendet.

Ganzellumsatze sind in vitro Umsdtzen im Allgemeinen vorzuziehen, da hier eine
Regeneration des Kofaktors durch den zelleigenen Metabolismus erfolgt und ein zuséatzliches
Regenerationssystem koexprimiert werden kann, falls die Regeneration durch den
Stoffwechsel nicht ausreichend ist. Ein interessantes Beispiel ist die regioselektive
Epoxidierung des Monoterpens a-Pinen unter Verwendung einer Flinffachmuntante von
CYP102A1, die mit einem NADPH-Regenerationssystem in E. coli koexprimiert wurde

(Schewe et al. 2008).

1.4 CYP106A2 aus Bacillus megaterium ATCC 13368

Die 15B-Hydroxylase CYP106A2 aus Bacillus megaterium ATCC 13368 ist ein 16sliches 47.5
kDa grolRes Protein, welches 410 Aminosduren beinhaltet. Einen ersten Hinweis auf die
Existenz dieses Proteins lieferte Mc Aleer et al. im Jahr 1958, als er von einer Hydroxylierung
des Progesterons in Position 150 des Steroidgeriistes durch den Bacillus megaterium Stamm
ATCC 13368 berichtete (McAleer et al. 1958). Bereits sieben Jahre spater erbrachte Berg et
al. den Nachweis, dass die Hydroxylierung auf ein NADPH-abhadngiges Cytochrom-P450-
System zuriickzufiihren ist (Berg et al. 1975) und 1979 gelang es ihm schlieBlich, das Protein
zur Homogenitat zu reinigen sowie eine erste Charakterisierung der 15B-Hydroxylase
durchzufiihren (Berg et al. 1979b). Er postulierte, dass der homologe Elektronentransfer in B.
megaterium wahrscheinlich Gber ein NADPH-abhdngiges, FMN enthaltendes Flavoprotein
(Megaredoxinreduktase) und ein Eisen-Schwefelprotein (Megaredoxin) verlduft (Berg 1982;
Berg et al. 1976). Hier ist anzumerken, dass die natilirlichen Redoxpartner bis heute noch

nicht identifiziert wurden. Weiterhin stellte er die Behauptung auf, dass CYP106A2 eine
Vielzahl von 3-oxo- A’-Steroiden in 15B-Position zu hydroxylieren vermag (Abb. 1.7), 3p-

hydroxy- NA°-, aromatische oder Ring A-reduzierte Steroide dagegen nicht umgesetzt werden.
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Abb. 1.7 15B-Hydroxylierung eines 3-oxo- A*-Steroids durch CYP106A2 am Beispiel von Progesteron.

Diese These stitzte er auf die Annahme, dass die 3-oxo- A’-Struktur essentiell fur die
Verankerung des Substrats in der Bindungsstelle sei, da die Distanz zwischen der
Bindungsstelle und dem katalytischen Zentrum des Enzyms gerade 9.1 A betrage, was
gerade den Abstand zwischen der 3-oxo-Gruppe und dem C-Atom an Position 15 des
Steroidmolekils darstellt (Berg et al. 1976). CYP106A2 wurde schlieflich 1993 erstmals
durch Rauschenbach et al. kloniert, vollstandig sequenziert sowie erfolgreich in E. coli und B.
subtilis heterolog exprimiert. Nach Expression in Bacillus subtilis 168 war das P450
katalytisch aktiv, was auf ein Elektronentransportsystem in diesem Stamm schlieBen lasst,
das in der Lage ist, Elektronen auf die 15B-Hydroxylase zu lbertragen (Rauschenbach et al.
1993). Heute weill man, dass ein heterologer Elektronentransfer, ausgehend von NADPH,
auch Uber die Putidaredoxinreduktase und das Putidaredoxin aus Pseudomonas putida
(Lisurek 2004), tiber die Anabaena PCC 7119 Ferredoxin-NADP-Reduktase und das Anabaena
PCC 7119 Ferredoxin (Fd) bzw. Anabaena PCC 7119 Flavodoxin (Fld) sowie iber die bovine
Adrenodoxinreduktase und das bovine Adrenodoxin moglich ist (Goni et al. 2009; Virus und
Bernhardt 2008). Allerdings lassen die geringen Umsatzraten von CYP106A2 gegenliiber
anderen bakteriellen Systemen darauf schlieSen, dass Steroide nicht die physiologischen
Substrate von CYP106A2 darstellen (Simgen et al. 2000). Das natirliche Substrat von
CYP106A2 konnte bisher leider noch nicht identifiziert werden. Eine Liste der bisher

bekannten von CYP106A2 umgesetzten Verbindungen ist in Tab. 1.2 gegeben.
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Tab. 1.2 Ubersicht {iber die bisher bekannten Substrate von CYP106A2.

Substrat

Referenz

Progesteron
Deoxycorticosteron (DOC)
6-Fluor-16-methyl-DOC
17oa-Hydroxyprogesteron
200-Dihydroprogesteron
6p-Hydroxyprogesteron
15B-Hydroxyprogesteron
Cortexolon
Androstendion
Testosteron
Corticosteron
Cholestenon
Spironolacton

Anilin

Imipramin
4-Pregnen-20pB-ol-3-on
11-Keto-B-boswelliasdure
Dihydrochinopimarsaure
Ethisteron
17a-Methyltestosteron
4-Pregnen-17a,20a,21-triol-3-on

(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Rauschenbach et al. 1993)
(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Lisurek 2004)

(Lisurek 2004)

(Virus 2006)

(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Berg et al. 1976; Berg et al.
(Lisurek 2004)

(Lisurek 2004)

(Berg und Rafter 1981)
(Berg und Rafter 1981)
(Bleif 2007)

(Bleif 2007)

(Bleif 2007)

(Bleif 2007)

(Bleif 2007)

(Bleif 2007)

1979a)
1979a)

1979a)
1979a)

1979a)
1979a)
1979a)

Cytochrome P450 zeigen in der Regel bei Substratbindung einen sog. high-spin- (Typ I) Shift,

dieser konnte bisher jedoch fir CYP106A2 nur mit Cholestenon nachgewiesen werden

(Lisurek 2004). Versuche, die 15B3-Hydroxylase in unserer Arbeitsgruppe zu kristallisieren,

fihrten leider zu keinem positiven Ergebnis, da sich das Enzym nach langerer Lagerung

zersetzt (Virus et al. 2006). Allerdings konnte durch Homologie-Modellierung ein Modell von

CYP106A2 erstellt werden (Abb. 1.8) (Lisurek et al. 2008). Bereits 1992 wurden von Gotoh et

al. sechs sog. Substraterkennungsstellen (Substrate recognition Sites, SRSs) postuliert, die in

allen Cytochromen P450 fiir die Substratbindung verantwortlich sind (Gotoh 1992). Lisurek

et al. konnte durch Docking von Progesteron in das Strukturmodell von CYP106A2 die

Aminosaurereste in den SRSs identifizieren (Lisurek 2004) (vgl. Tab. 1.3 ).
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Abb. 1.8 Homologie-Modell von CYP106A2 nach Lisurek et al. (2008).

Tab. 1.3 Anhand des Dockings von Progesteron in das Homologie-Modell von CYP106A2 abgeleitete

Aminosduren, die die SRSs bilden (Lisurek 2004).

SRS Aminosauren
1. B/B*-und B*/C-Loop R66, E78, S81, E84, N87, 188, T89
2. F-Helix L171, F175, F178
3. G-Helix nicht vorhanden
4. |-Helix R235, M238, L239, A243, T247,T248
5.p1-4 F289, N290, L291, K293, L294, R296

6. B4-1/B4-2-Loop

A395, T396

Diese SRSs stellen die variabelsten Regionen in den ansonsten stark konservierten

Strukturen dieser Enzyme dar. Allerdings ist diese Eigenschaft aber auch der Grund fir die

hohe Variabilitat der Substratspezifitat der Cytochrome P450.
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15 Bacillus megaterium

Bereits vor mehr als einem Jahrhundert (1884) wurde das grampositive Bakterium Bacillus
megaterium (,megat(h)erium” griech. = groBes Tier) von Anton De Bary erstmals
beschrieben (De Bary 1884). Mit ca. 60 um3 hat es ein mehr als 100-mal gréReres Volumen
als E. coli (Abb. 1.9) und ist mit einer Grof3e von 1.5 x 4 um das GroRte aller Bazillen (Vary et
al. 2007). Obwohl generell als Bodenbakterium deklariert, ist B. megaterium in Meerwasser,
Sedimenten, Fischen und sogar in Bienenhonig zu finden (Vary 1994). Aufgrund der enormen
GrolBe seiner vegetativen Zellen und Sporen ist es fir morphologische Studien der
Zellstruktur, der Proteinlokalisierung, von Membranen und der Sporenbildung bestens
geeignet (Bunk et al. 2010). So wurde Bacillus megaterium lange Zeit vor der Einfliihrung von
Bacillus subtilis als Modellorganismus grampositiver Bakterien zur Untersuchung von

Bakteriophagen und fir biochemische Studien eingesetzt (Eppinger et al. 2011).

Abb. 1.9 Elektronenmikroskopische Aufnahme von Bacillus megaterium zusammen mit E. coli aus (Biedendieck
et al. 2007a).

Anhand einer phylogenetischen Analyse wurde gezeigt, dass B. megaterium, anders als
bisher angenommen, nur weitlaufig mit B. cereus und B. subtilis verwandt zu sein scheint
und in der Gruppe der Bazillen eher isoliert angesiedelt ist (Porwal et al. 2009). Erst kirzlich
wurde das Genom von zwei Bacillus megaterium Stammen (QM B1551 und DSM319)
veroffentlicht (Eppinger et al. 2011), wobei die GroRe des Genoms in beiden Stdmmen 5.1
Mbp umfasst und einen GC-Gehalt von 38.2 % zeigt. Der Hauptunterschied zwischen QM

B1551 und DSM319 besteht darin, dass B. megaterium QM B1551 sieben Plasmide mit
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GroRRen von 5.4-164 kb in sich tragt, wohingegen DSM319 plasmidfrei vorliegt (Eppinger et
al. 2011).

Unter den 5124 kodierenden Sequenzen des Genoms von DSM319 befinden sich auch drei
Cytochrome P450 (CYP106A1 (P450 BM1) sowie zwei zusatzliche P450 Monooxygenasen, die
bisher jedoch noch keiner P450-Familie zugeordnet wurden) und selbst auf einem Plasmid
des Stammes QM B1551 ist eine P450 Monooxygenase lokalisiert (Eppinger et al. 2011). Der
Bacillus megaterium Stamm ATCC 14581 enthdlt neben der wohl bekanntesten P450
Monooxygenase CYP102A1 (P450 BM3) zwei weitere Cytochrome P450 (P450 BM1 und P450
BM2) und Bacillus megaterium ATCC 13368 ist Trager der 15B-Hydroxylase CYP106A2 (vgl.
1.4). Cytochrome P450 zdhlen somit mit zu den interessantesten Proteinen, die von diesem
Mikroorganismus produziert werden (He und Fulco 1991; Vary et al. 2007).

Bacillus megaterium ist in der Lage, auf einer Vielzahl verschiedener Kohlenstoffquellen zu
wachsen, was ihn seit mehr als 50 Jahren zu einem idealen Organismus fir industrielle
Anwendungen macht (Vary et al. 2007). B. megaterium Stamme werden dabei vielseitig
eingesetzt, beispielsweise zur Herstellung von a- und [-Amylasen, die zur
Starkemodifikation in der Backindustrie verwendet werden, zur Produktion von Penicillin-
Acylasen, die zur Synthese von synthetischen Antibiotika dienen und zur Herstellung von

Vitamin By, (Vary 1994; Vary et al. 2007; Biedendieck et al. 2010).

1.6 Bacillus megaterium als Expressionswirt fiir rekombinante Proteine

Bacillus megaterium birgt als Expressionsstamm zur Herstellung rekombinanter Proteine im
Vergleich zu anderen Mikroorganismen einige Vorteile: 1) wie bereits erwahnt, ist er dhnlich
wie E. coli in der Lage, eine Vielzahl verschiedener Kohlenstoffquellen zu nutzen, was es ihm
erlaubt, auf kostenglinstigen Substanzen zu wachsen; 2) er produziert keine Endotoxine, die
mit der duBeren Membran gramnegativer E. coli-Zellen assoziiert sind; 3) B. megaterium
Stamme besitzen hochstabile, frei-replizierende Plasmide und sind im Vergleich zu industriell
verwendeten B. subtilis Stammen frei von alkalischen Proteasen.

Da B. megaterium keinerlei pathogene und toxische Eigenschaften aufweist, wird er zur
Gruppe der ,,GRAS” (generally recognized as safe) Organsimen gezahlt und ist somit bestens
fir Ganzzellanwendungen geeignet.

1980 legten Brown et al. mit der Entwicklung einer auf Protoplasten basierten

Transformation den Grundstein fiir die heterologe Proteinexpression in B. megaterium
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(Brown und Carlton 1980). Rygus et al. konnten 1991 den Xylose induzierbaren Promotor
Pyia zusammen mit dem Gen fiir das regulatorische Repressorprotein XyIR aus dem Genom
von B. megaterium isolieren und basierend auf diesem Promotor ein frei replizierendes
Plasmidsystem fiir die Xylose-induzierte Uberexpression rekombinanter Proteine entwickeln
(Rygus und Hillen 1991; Vary et al. 2007). Mit Hilfe dieses Shuttle-Vektors konnten zahlreiche
prokaryotischen und eukaryotischen Proteine erfolgreich in B. megaterium exprimiert
werden (Rygus und Hillen 1991; Burger et al. 2003). In weiteren Studien wurde die
Promotorregion des von Rygen et al. entwickelten Plasmids weiter optimiert (Malten et al.
2005) und es folgte die Entwicklung von Vektoren, mit deren Hilfe die rekombinanten
Proteine direkt mit fusioniertem N-oder C-terminalen Affinitatstag produziert werden
konnen, was die anschlieende Proteinreinigung erheblich erleichtert (Biedendieck et al.
2007b). Durch die Deletion der neutralen Metalloprotease nprM in B. megaterium DSM319,
wodurch der Stamm MS941 erhalten wurde (Wittchen und Meinhardt 1995), und die
Herstellung von Plasmiden, mit deren Hilfe eine Sekretion der lberexprimierten Proteine
direkt ins Kulturmedium erfolgen kann (Malten et al. 2005; Yang et al. 2006; Stammen et al.
2010), kdonnen getaggte Proteine nun in einem Schritt direkt aus dem Kulturiiberstand
gereinigt werden (Malten et al. 2006). Erst kiirzlich wurde die Entwicklung eines viralen T7
Expressionsystems fir B. megaterium beschrieben (Gamer et al. 2009). Dieses System wird
bereits seit langerem fiir die heterologe Proteinexpression in E. coli verwendet (Dubendorff
und Studier 1991) und stellt das starkste System dar, welches bisher zur Expression

rekombinanter Proteine entwickelt wurde.
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1.7 Aufgabenstellung

Cytochrome P450 besitzen aufgrund ihrer Fahigkeit, atomaren Sauerstoff regio- und
stereoselektiv in nicht aktivierte C-H-Bindungen einzufiihren, ein grofRes biotechnologisches
Potential. Insbesondere der Einsatz bakterieller CYPs ist hierbei hochst interessant, da sie im
Vergleich zu tierischen und pflanzlichen P450 Monooxygenasen nicht membrangebunden
vorliegen und sich zusatzlich durch héhere Expressionsraten, Stabilitaten und oftmals hohere
Substratspezifitaten auszeichnen.

Um einen tieferen Einblick in die Substratspezifitdt der prokaryotischen 15B-Hydroxylase
(CYP106A2) aus Bacillus megaterium ATCC 13368 zu erhalten, sollten im Zuge der
vorliegenden Arbeit anhand von Strukturvergleichen bisher bekannter Substrate neue
potentielle Verbindungen ausgewdhlt werden, die als Substrate von CYP106A2 agieren
konnten. Diese Verbindungen sollten zundchst in vitro auf einen moglichen Umsatz mit
CYP106A2 getestet und bei erfolgreicher Produktbildung sowohl in in vitro als auch in in vivo
Untersuchungen eingehend charakterisiert werden.

Anhand differenzspektroskopischer Studien sollten zunéachst diejenigen Verbindungen
identifiziert werden, die in der Lage sind, in CYP106A2 einen Typ-I Shift zu induzieren, da dies
bereits einen ersten Hinweis auf einen moglichen Cytochrom P450 abhangigen
Substratumsatz liefert und weiterhin die Bestimmung der Bindungskonstanten zum Enzym
erlaubt. Da die Ausbildung eines Typ-l Spektrums zwar eine gute, aber nicht zwingende
Voraussetzung filir einen erfolgreichen Umsatz darstellt, sollte weiterhin ein in vitro
Rekonstitutionsassay zum Einsatz kommen, in dem die einzelnen Verbindungen in
Gegenwart von CYP106A2, der heterologen Redoxpartner (Adxs.10s, AdR) und eines NADPH
regenerierenden Systems auf einen positiven Umsatz getestet und anschliefend mittels
HPLC analysiert werden kénnen. Daraufhin sollten kinetische Analysen zur Ermittlung der
Enzymaktivitdit von CYP106A2 gegeniber neu entdeckter Substrate folgen, um die
korrespondierenden Ky- und Vy.-Werte zu bestimmen.

Mit Hilfe von HPLC Messungen lasst sich zwar verifizieren, ob und wie viele Produkte
entstehen, eine exakte Bestimmung der Struktur neu gebildeter Verbindungen ist mit dieser
Methode jedoch nicht moglich. Eine genaue Strukturbestimmung der erhaltenen Produkte
sollte deshalb durch NMR-Spektroskopie erreicht werden. Flr diese Analysemethode

werden jedoch mg-Mengen der einzelnen Verbindungen benétigt, was eine Benutzung
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gereinigter Proteine und den Zusatz des teuren Kofaktors NADPH fiir einen in vitro
Substratumsatz in groRerem Umfang sehr zeitaufwendig und kostspielig gestaltet. Aus
diesem Grund sollte ein auf CYP106A2 basierter Ganzzellbiokatalysator etabliert werden, mit
dessen Hilfe ein selektiver Substratumsatz ohne den Zusatz von externem NADPH erméglicht
werden kann. Dieses System sollte zum einen ausreichende Mengen der Produkte fir NMR-
spektroskopische Studien liefern und zum anderen eine erste Charakterisierung des
Ganzzellsystems durch Bestimmung der CYP106A2 abhdngigen Umsatzraten ermdglichen,
um erste Grundlagen fir einen moglichen biotechnologischen Einsatz von CYP106A2 zu

schaffen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Alle nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien und Enzyme stammten aus

Standardbezugsquellen und waren von analytischer Reinheit.

2.1.1 Enzyme und Proteine

Die Reinigung von boviner AdR, bovinem Adx4.10s und CYP106A2 aus rekombinanten E. coli
Bakterien erfolgte in der Arbeitsgruppe durch Frau Katharina Bompais und Herrn Wolfgang

Reinle nach (Sagara et al. 1993; Uhlmann et al. 1992; Lisurek et al. 2004).

2.1.2 Oligonukleotide

Tab. 2.1 Ubersicht iber die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten Primer mit Verwendungszweck und
Nukloetidsequenz. Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Nukleotidsequenz
Bezeichnung Verwendungszweck (Richtung 5'> 3’)
Bla_Eco_RBS Vorwartsprimer zur Amplifikation GAT CGA ATT CTT TAA GAA
von LbADH mit EcoRI-Schnittstelle | GGA GAT ATA CCA TGT CTA
und RBS ACC GTT TGG ATG GTA AGG
TAG
Bla_sal Rickwaértsprimer zur Amplifikation | GAT CGT CGA CTA CTA TTG
von LbADH mit Sall-Schnittstelle AGC AGT GTA GCC ACC GTC
KO_Pacl Quickchange-Primer vorwarts zur CAT TGA AAT AAA CAT TAA
Deletion der Pacl-Schnittstelle in ATT AAT ATA TGA TGG AAT
pKMBmM4 TG
KO_Pacl_2 Quickchange-Primer riickwarts zur | CAATTC CAT CAT ATATTA
Deletion der Pacl-Schnittstelle in ATTTAATGT TTATTT CAATG
pKMBm4
MCS1a Oligonukleotid 1 zur Herstellung CTA GCT GAT GGA TAA ACT
einer neuen MCS fiir pSMF2 TGT TCA CTT AAT TAA ACT
AGT ACG CGT GGT ACC GAG
CTC TGT ACA GCA TGC GCG
GCC GCC ATG
MCS1b Oligonukleotid 2 zur Herstellung GCG GCC GCG CAT GCT GTA
einer neuen MCS fiir pSMF2 CAG AGC TCG GTA CCA CGC
GTA CTA GTT TAA TTA AGT
GAA CAAGTTTATCCATCAG
Seq_Pacl Sequenzierprimer vorwarts zur GAA TTA GAT ATT TAA AAG
Uberpriifung der Pacl Deletion in TAT CAT ATC
pKMBm4
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MCS_Check_for

MCS_Check_rev

106A2_BM_a

106A2_BM_b

Adx_BM_a2

Adx_BM_b

Sequenzierprimer vorwarts zur
Uberpriifung der MCS in pSMF2.1,
pSMF2.1C, pSMF2.1CA und
pSMF2.1CAA

Sequenzierprimer riickwarts zur
Uberpriifung der MCS in pSMF2.1,
pSMF2.1C, pSMF2.1CA und
pSMF2.1CAA

Vorwartsprimer zur Amplifikation
von CYP106A2 mit Spel-
Schnittstelle und RBS
Rickwartsprimer zur Amplifikation
von CYP106A2 mit Mlul-
Schnittstelle

Vorwartsprimer zur Amplifikation
von Adx mit Sacl-, BsrGl-
Schnittstelle und RBS

Rickwartsprimer zur Amplifikation
von Adx mit Sphl-Schnittstelle

TGATGG ATAAACTTGTTC
ACTTAATTAA

GAC AGG TAT CCG GTA AGC
GG

ACT AGT AAA TCA AGG AGG
TGA ATA TAC AAT GGA AGA
AGT TAT TGC AGT AAA AG
ACG CGT TACATG CGG CTT
GCCTTA AGC GGT

GAG CTC TGT ACA AAT CAA
GGA GGT GAA TAT ACA ATG
TCT TCT TCT GAA GAT AAA
ATA ACA GTC

GCA TGC TAT GGT ACT CGA
ACA GTCATATITG

2.1.3 Vektoren

Der Bacillus megaterium Shuttle-Vektor pKMBm4 wurde freundlicherweise von Herrn Prof.

Dr. Dieter Jahn (TU Braunschweig) zur Verfligung gestellt. Die Plasmidkarten der in dieser

Arbeit erstellten Expressionsvektoren sind in Abb. 3.31 und im Anhang unter 6.1 dargestellt.

Tab. 2.2 Ubersicht tiber die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Klonierungs-und Expressionsvektoren.

Bezeichnung Beschreibung Referenz
pCR4®Blunt-TOPO® Klonierungsvektor fiir E. coli, Kan', Ap" | Invitrogen (2010)
pBTacLbADH Expressionsvektor fir E. coli, LbADH, IBT 2, Julich
Ap’

pBarTwin Expressionsvektor fir E. coli, AdR Hannemann et al. (2006)
(Nde 1/Kpn 1), Adx (Kpn |/ Eco RI), Ap"

pBarTriple Expressionsvektor fir E. coli, Insertion | Diese Arbeit

pACYC_FHH2.8

0838499 _AdR_Bmeg_
pMK-RQ
pKMBm4

von LbADH (Eco RI/Sal ) in pBarTwin,
Ap’

Expressionsvektor fir E. coli,
CYP106A2 (Nco I/Hind 1l1), Cm'
Klonierungsvektor fiir E. coli, Insertion
von AdR (Kpn 1/Sac 1) in pMK-RQ, Kan'
Bacillus megaterium Shuttle-Vektor,
Ap', Tc

Hannemann et al. (2006)
Geneart GmbH

Stammen et al. (2010)
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pSMF2

pSMF2.1

pSMF2.1C

pSMF2.1CA

pSMF2.1CAA

Deletion der Pac | site in pKMBm4,
Ap', Tc'

Deletion der Sph | site und Insertion
einer neuen MCS in pSMF2, Ap', Tc'

Insertion von CYP106A2 (Spe |/Mlu |)
in pSMF2.1, Ap', Tc'

Insertion von AdR (Kpn I/Sacl) in
pSMF2.1C, Ap', Tc'

Insertion von Adx (Sac I/Sph 1) in
pSMF2.1CA, Ap'’, Tc'

Bacillus megaterium Shuttle-Vektor, Diese Arbeit

Bacillus megaterium Shuttle-Vektor, Diese Arbeit

Bacillus megaterium Shuttle-Vektor, Diese Arbeit

Bacillus megaterium Shuttle-Vektor, Diese Arbeit

Bacillus megaterium Shuttle-Vektor, Diese Arbeit

2.1.4 Bakterienstimme

Tab. 2.3 Ubersicht iber die verwendeten E. coli Stimme.

Stamm

Genotyp

Referenz

JM109

Topl0

Top10F

F* traD36 proA’B* lacl’ A(lacz)M15/ A(lac-
proAB) ginV44 el4” gyrA96 recAl relAl endAl
thi hsdR17

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) F80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (Str®) endA1 nupG

F'{lacl® Tn10 (Tet")} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)
@ 80lacZ AM15 AlacX74 recAl araD139 A (ara-
leu)7697 galU galK rpsL (Str") endAl nupG

NEB (2010)

Invitrogen (2010)

Invitrogen (2010)

Der Bacillus megaterium Stamm MS941 wurde freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Dieter

Jahn (TU Braunschweig) zur Verfligung gestellt.

Tab. 2.4 Ubersicht iiber die verwendeten Bacillus megaterium Stamme.

Stamm Genotyp Referenz
ATCC 13368 Wildtyp Rauschenbach et al. (1993)
ATCC 13368 K.O. Mutante von ATCC 13368, Rauschenbach et al. (1993)
ACYP106A2
MS941 Mutante von DSM319, AnprM Wittchen und Meinhardt (1995)
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2.1.5 Kultivierung von Bakterien

2.1.5.1 Kultivierung von E. coli

Zur Kultivierung von E. coli wurden Super Broth (SB)- und Luria-Bertani (LB)-Fliissigmedien
verwendet. Fiir Expressionen und in vivo Substratumsatze wurden die Medien entsprechend
supplementiert. LB-Agarplatten wurden mit einer Konzentration von 1.5 % Agar-Agar
verwendet. Zur Selektion wurden die Antibiotika Ampicillin und Chloramphenicol in einer

Konzentration von 100 pg/ml bzw. 35 pg/ml eingesetzt.

2.1.5.2 Kultivierung von Bacillus megaterium

Zur Kultivierung von Bacillus megaterium wurde Luria-Bertani (LB)-Flissigmedium und ein
Komplexmedium bestehend aus Hefeextrakt (24 g), Soyton (12 g), Glycerin (4 ml), KH,PO4
(2.31 g), K;HPO4 (12.5 g) und destilliertem Wasser (1000 ml) verwendet. Fir Expressionen
und in vivo Substratumsdtze wurden die Medien entsprechend supplementiert. LB-
Agarplatten wurden mit einer Konzentration von 1.5 % Agar-Agar verwendet. Zur Selektion

wurde das Antibiotikum Tetracyclin in einer Konzentration von 10 ug/ml eingesetzt.

2.1.6 Lagerung von Bakterien

E. coli und Bacillus megaterium Stamme wurden auf 1.5 %igen LB-Agarplatten, die falls notig,
mit den entsprechenden Antibiotika supplementiert waren, bei 4°C gelagert. Fur die
Langzeitlagerung der Bakterien wurde eine UN-Kultur, die mit den entsprechenden
Antibiotika supplementiert war, 1:1 mit einer 87 %igen Glycerinldsung verdiinnt und zu 1 ml
in sterile Kryordhrchen aliquotiert, mit flissigem Stickstoff schockgefrostet und bei -80°C

gelagert.
2.2 Methoden
2.2.1 Bioinformatische Methoden

2.2.1.1 Homologiemodell von CYP106A2 und Substratdocking

Fir molekulare Docking-Kalkulationen wurde ein von Lisurek et al. erstelltes
Homologiemodell von CYP106A2 verwendet (Lisurek et al. 2008). Das Docking der Substrate

17a-Methyltestosteron und Abietinsdure erfolgte in Kooperation mit Matthias Dietzen am
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Max-Planck-Institut flir Informatik an der Universitat des Saarlandes unter Verwendung des

Dockingprogramms FlexX (Rarey et al. 1997; Rarey et al. 1996).

2.2.1.2 Bestimmung des Codon Adaptation Index (CAIl)

Um die Anpassungsfahigkeit der codon usage der cDNA-Sequenzen von AdR, Adx und
CYP106A2 auf die codon usage des Expressionswirts Bacillus megaterium zu untersuchen,
wurde der jeweilige Codon Adaptation Index (CAl) bestimmt. Hierzu wurde das Programm
JCat (Java Codon Adaptation Tool) verwendet (Grote et al. 2005), wobei ein CAl von 1 einer

optimalen codon usage entspricht.

2.2.2 Gentechnische Manipulationen

Alle gentechnischen Arbeiten wurden, sofern nicht anders beschrieben, nach
Standardmethoden durchgefiihrt (Sambrook und Russell 2001). Die verwendeten
Restriktionsendonukleasen stammten von Promega und New England Biolabs Inc. und

wurden gemal} den Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.1 Ortsgerichtete Mutagenese

Die Deletion der Pac | Schnittstelle im Plasmid pKMBm4 erfolgte nach dem Protokoll des
QuikChange™ Site directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, CA, USA) unter
Verwendung der Pfu-Polymerase (Stratagene) und dem entsprechendem Inkubationspuffer
in einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc., Watertown, MA, USA) nach folgendem

PCR-Programm:

1. 95°Cflr 3 min

2. 95°Cfir 1 min -

3. 55°Cfir 1 min 20 x
4. 72°Cfiur 2 min/kb N

5. 4°Cfor ever

2.2.2.2 Konstruktion einer neuen Multiple Cloning Site (MCS)

Zur Herstellung einer neuen MCS fir das Plasmid pSMF2 wurden jeweils 5 pmol der Primer
MCS1a und MCS1b fir 5 min bei 95°C in einem Wasserbad denaturiert und anschlieBend
langsam auf Raumtemperatur abgekihlt. Die resultierende doppelstrangige DNA wurde

anschlieend in den Vektor pSMF2 ligiert. Die verwendeten Primer wurden hierbei so
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gewihlt, dass der Sph | Uberhang nach erfolgreicher Ligation nicht mehr geschnitten werden

konnte.

2.2.2.3 Amplifikation von Genen

Die gewiinschten Gene wurden mittels PCR mit unterschiedlicher Plasmid-DNA als Template
und den entsprechenden Primern amplifiziert. Zur Amplifikation wurde die Phusion DNA
Polymerase (Finnzymes, Vantaa, Finnland) verwendet. Ein PCR-Ansatz (50 pl) war wie folgt

zusammengesetzt:

5.0 ul Template DNA (1 ng/ul)
10.0 pl Puffer HF (5x)

2.0 ul ANTPs (5 mM)

5.0 pl Vorwartsprimer (10 uM)

5.0 ul Rickwartsprimer (10 pM)

0.5 pl Phusion Polymerase (2 U/ul)
22.5 pl ddH,0

Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:

98°C fiir 60 s
98°Cflir10s «—

60°C fiur35s 35 x

1
2
3
4., 72°Cfur30s —
5. 72°Cfir 10 min

6

4°C for ever

2.2.2.4 Isolierung von DNA-Fragmenten und Ligation

Nach der Amplifikation wurden die entsprechenden PCR-Produkte mit Hilfe des ,NucleoSpin
Extract 2 in 1 Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus einem Agarosegel isoliert und
anschliefend in den pCR4Blunt-TOPO-Vektor (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) kloniert.
Nach der Zwischenklonierung wurden die Fragmente Uber die in der PCR generierten
Schnittstellen ausgeschnitten, einem erneuten Reinigungsschritt unterzogen und mit dem

FastLink™ DNA Ligation Kit (Epicentre, Madison, WI, USA) in die Expressionsvektoren ligiert.
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Die Ligation erfolgte in einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc., Watertown, MA,

USA) mit Hilfe des folgenden Programmes:

1. 16°C fir 15 min
2. 20°Cfir 15 min
3. 70°Cfir 15 min

4. 4°Cforever

Das Verhaltnis von Vektor:Insert betrug hierbei jeweils 1:5. Eine Liste der erstellten Plasmide

ist in Tab. 2.2 zu finden.

2.2.2.5 Plasmidisolierung

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte mit dem Kit Nucleobond Plasmid
Purification AX 100 bzw. mit dem Kit NucleoSpin Plasmid QuickPure der Firma Macherey-

Nagel (Diuren, Deutschland) gemaR den Angaben des Herstellers.

2.2.2.6 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der aus der Plasmidpraparation erhaltenen DNA erfolgte
spektrophotometrisch mit Hilfe des Spektralphotometers UV-2101 PC der Firma Shimadzu
(Kyoto, Japan). Die zu vermessende DNA wurde 1:100 mit dH,O0 verdinnt und ihre
Absorption im Bereich von 200 nm bis 300 nm aufgezeichnet. Eine Absorption von 1 bei 260
nm entspricht einer DNA-Konzentration von 50 pg/ml. Somit lasst sich die Konzentration

jeder Probe berechnen.

2.2.2.7 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der Zwischenklonierungsvektoren und der Expressionsvektoren erfolgte

durch die Firma MWG Biotech AG (Ebersberg, Deutschland).

2.2.2.8 Herstellung kompetenter E. coli Zellen und Transformation

Die Herstellung chemisch kompetenter bzw. elektrokompetenter E. coli Zellen erfolgte nach
Sambrook et al. (Sambrook und Russell 2001). Zur Bestimmung der Kompetenz wurden die
Zellen mit Test-DNA (pUC19), die eine Ampicillinresistenz codiert, transformiert und
schlieBlich auf einer LBamp -Agarplatte ausplattiert. Fiir Zwischenklonierungen wurden E. coli

Top 10 Zellen verwendet. Die Transformation von E. coli Top 10 bzw. Top 10 F' bei
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Klonierungsschritten erfolgte mittels Elektroporation, da mit ihr eine deutlich hdéhere
Transformationseffizienz erreicht wird (Fregel et al. 2008). Fir die heterologe
Proteinexpression wurden E. coli JM109 Zellen mit Hilfe der Hitzeschockmethode

transformiert.

2.2.2.9 Protoplastenpraparation und Transformation von Bacillus megaterium

50 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer UN-Kultur von Bacillus megaterium angeimpft und
bei 37°C und 250 rpm inkubiert. Nach Erreichen einer ODs75 von 1.0 wurden die Zellen bei
5000 Upm, 4°C fur 15 min zentrifugiert und das erhaltene Zellpellett wurde anschlieRend in
5 ml SMMP-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 100 pl Lysozym (10 mg/ml in SMMP-
Puffer) wurden die Zellen bei 37°C inkubiert und die Protoplastenbildung unter dem
Mikroskop kontrolliert. Nachdem 80-100 % der Zellen als Protoplasten vorlagen, wurden
diese bei 3000 Upm, RT fiir 10 min zentrifugiert und das Sediment in 5 ml SMMP-Puffer
resuspendiert und einem zweiten Zentrifugationsschritt unterzogen. Das erhaltene Zellpellet
wurde erneut in 5 ml SMMP-Puffer resuspendiert und mit 750 pl einer 87 %igen
Glycerinlosung versetzt. Die protoplastierten Zellen wurden zu 500 pl aliquotiert, mit
flissigem Stickstoff schockgefrostet und bis zur Transformation bei -80°C gelagert.

Zur Transformation wurden 500 pl protoplastierte Bacillus megaterium-Zellen mit 5 g
Plasmid-DNA (geldst in 20 ul SMMP-Puffer) versetzt und anschlieBend zu 1.5 ml einer PEG-P-
Losung gegeben und fiir 2 min bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml SMMP-Puffer wurden
die Zellen bei 3000 Upm, RT fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig
abdekandiert. Das erhaltene Pellet wurde in 500 ul SMMP-Puffer resuspendiert und bei 30°C
fiir 45 min im Thermomixer (Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, Deutschland) ohne Schiitteln
und anschlieRend bei 30°C fiir 45 min bei 300 Upm inkubiert. Die transformierten Zellen
wurden anschlieBend vorsichtig mit 3.5 ml CR5-Topagar gemischt und auf LB-Agarplatten
gegeben, die fir die Selektion 10 pg/ml Tetracyclin enthielten. Die so erhaltenen Agarplatten
wurden bei 37°C, UN inkubiert. Transformierte Kolonien wurden anschlieend erneut auf LB-
Agarplatten ausgestrichen, bei 37°C, UN inkubiert und schlieRlich bei 4°C gelagert.

Die Zusammensetzung der verwendeten Loésungen und Puffer ist im Anhang unter 6.2 zu

finden.
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2.2.3 Proteinanalysen

2.2.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Aliquote von Bacillus megaterium Zellsuspensionen wurden mit Komplexmedium auf eine
ODs75 von 1 (1x 10° Zellen) eingestellt und fiir 15 min bei 10000 g zentrifugiert, um die Zellen
zu pelletieren. Die Zellpellets wurden in 1 ml Lysepuffer (100 mM Tris/HCI pH 8.0, 5 mg/ml
Lysozym, 20 mM EDTA, 0.1 pg/ml PMSF) resuspendiert und bei 37°C fiir 30 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Suspension fiir 15 min bei 10000 g zentrifugiert, um unldsliche
Zellbestandteile abzutrennen. 100 pl des Zellysats wurden mit 100 pl SDS-Probenpuffer
versetzt und fiir 10 min bei 100°C gekocht. 10 ul dieser Lésung wurde fir die anschlieRende
Analyse verwendet. Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde in 15
%igen denaturierenden Polyacrylamid-Gelen nach Laemmli (Laemmli 1970) in einer
vertikalen Hoefer Mighty-Small-Mini-Gel-Apparatur (Amersham Pharmacia Biotech) bei 20
mA durchgefiihrt. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte durch Farbung der Gele mit

Coomassie Blue R250.

2.2.3.2 Western-Blot-Analyse

Fir Western-Blot-Analysen wurden die Proteine zundchst mittels SDS-PAGE (vgl. 2.2.3.1)
aufgetrennt und anschlieBend im Semidry-Verfahren innerhalb von 45 min bei 10 mA auf
eine Nitrocellulose-Membran (Biorad, Richmond, CA, USA) (ibertragen (Towbin et al. 1992).
Die Membran wurde uUber Nacht mit 3%iger Magermilchpulverlésung versetzt, um
unbesetzte Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Der Blot wurde zunachst fir 2 h mit
polyklonalen Primarantikdrpern gegen CYP106A2, AdR bzw. Adx (jeweils 1:1000 verdiinnt)
inkubiert. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h mit goat antirabbit IgG
Sekundarantikorper (1:2000 verdiinnt in PBS) (Dako, Glostrup, Danemark) inkubiert, der mit
Meerrettich-Peroxydase gekoppelt war. Als Inkubationspuffer wurde 50 mM Tris/HCl, pH
7.5, 200 mM NaCl, 0.1 % Tween 20 verwendet. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte mit

Hilfe der 4-Chlor-1-naphtol-Farbreaktion.
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2.2.4 Spektroskopische Methoden

2.2.4.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte einer E. coli-Bakterienkultur erfolgte durch Messung
der Absorption bei 600 nm (ODgy). Die optische Dichte einer Bacillus megaterium-

Bakterienkultur wurde durch Messung der Absorption bei 578 nm (ODs7g) bestimmt.

2.2.4.2 CO-Differenzspektroskopie

CO-Differenzspektren wurden an einem Zweistrahlphotometer UV2101PC der Firma
Shimadzu (Kyoto, Japan) aufgenommen. Die Aufnahme von CO-Differenzspektren erfolgte
nach der Methode von Omura und Sato (Omura und Sato 1964). Fir die
Konzentrationsbestimmung wurde das gereinigte Protein 1: 40 mit Kaliumphosphatpuffer
(pH 7.4) verdinnt und eine Spatelspitze Natriumdithionit (Na,S,04) zugegeben, um das
Cytochrom zu reduzieren. Fir die P450-Konzentrationsbestimmung in Bacillus megaterium-
Lysaten wurde das Natriumdithionit direkt zur Lysatlésung gegeben. In beiden Fallen erfolgte
eine anschlieBende Aufteilung der Probe in zwei Fraktionen. Eine Fraktion diente als
Referenz, die andere wurde 1 min mit Kohlenstoffmonoxid begast und schlieBlich ein

Differenzspektrum gemessen.

2.2.4.3 Typ I-Differenzspektroskopie

Die Aufnahme Substrat-induzierter Typ I|-Differenzspektren erfolgte mit Hilfe des
Spektralphotometers UV-2101PC der Firma Shimadzu (Kyoto, Japan) nach Schenkman und
Jansson (Schenkman und Jansson 1998). Die Verschiebung des Absorptionsmaximums von
417 nm (low-spin Zustand) zu kleineren Wellenlangen (high-spin Zustand) wird hierbei durch
die Verdrangung des Wassers von der sechsten Koordinationsstelle des Ham-Eisens durch
das Substrat ausgelost (Denisov et al. 2005). Fur die Aufnahme der Spektren wurden
Tandem-Klivetten verwendet (vgl. Abb. 2.1). In den Kammern P, und R, befand sich eine 10
UM Losung von CYP106A2 in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7.4), in den Kammern P, und
R: lediglich 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7.4). Schlieflich wurde eine 100 puM
Substratlosung zu den Kammern R; und P, gegeben und nach einer Inkubationszeit von 25

min ein Spektrum gemessen (Jefcoate 1978).
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R1 |R2

P. |P2

Abb. 2.1 Schema der verwendeten Tandem-Kuvetten

2.2.4.4 Bestimmung der Dissoziationskonstanten K

Die Dissoziationskonstante Kp des Substrats zum Enzym wurde ebenfalls mit Hilfe von Typ I-
Differenzspektren ermittelt. Zur Bestimmung der Konstanten wurden Tandem-Klvetten
verwendet, die eine 10 uM Losung von CYP106A2 in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7.4)
enthielten und mit steigenden Konzentrationen an Substrat versetzt wurden (vgl. Abb. 2.1).
Zwischen jeder neuen Konzentrationszugabe lagen 25 min. Die Dissoziationskonstante Kp
wurde durch Auftragung der Substratkonzentration gegen die AAbsorptionswerte (A(high-
spin  Zustand)-A(low-spin Zustand)) und anschlieBender hyperbolischer Regression

(f(x) = yo + ax/(b + x)) mit dem Programm Origin (OriginLab Corporation, MA, USA) bestimmt.

2.2.4.5 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme von NMR-Spektren erfolgte durch Herrn Dr. Josef Zapp (Institut fir
Pharmazeutische Biologie, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken) an einem DRX 500 NMR-
Spektrometer der Firma Bruker (Karlsruhe, Deutschland). NMR-Spektren wurden in CDCl;
oder CD30D aufgenommen. Chemische Verschiebungen wurden in parts per million (ppm)
auf der 5-Skala relativ zu den Losemittelpeaks von CH3OH (84 = 4.84 ppm und d¢ = 49.05
ppm) bzw. CHCls (84 = 7.27 ppm und d¢ = 77.0 ppm) angeben. B¢ Multiplizitdten wurden mit
Hilfe der DEPT-135 Pulssequenz ermittelt. Alle Peakzuweisungen wurden mit 2D NMR-,
'H,'H-COSY-, HSQC-, HMBC- und NOESY-Spektren bestatigt.

2.2.5 CYP106A2 abhdngiger in vitro Substratumsatz

Die CYP106A2 abhangigen in vitro Substratumsatze wurden in einem Volumen von 500 pl in
50 mM HEPES-Puffer, 0.05% Tween 20, pH 7.4 durchgefiihrt. Die verwendeten
Reaktionsansatze enthielten jeweils ein NADPH-regenerierendes System (5 mM Glucose-6-
phosphat, 1 U Glucose-6-phosphat-dehydrogenase, 1 mM MgCl, x 6H,0) sowie 10 uM Adx,.
108, 1 UM AdR, 0.5 uM CYP106A2 und 150 puM Substrat. Die Reaktion wurde durch Zugabe

von 100 pM NADPH gestartet und nach einer Reaktionszeit von 10 min bei 30°C im
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Thermomixer mit 500 upl Chloroform gestoppt. AnschlieRend wurden die Proben
zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min, 4°C) und die Chloroformphase in ein neues
Eppendorfgefal’ Gberfiihrt. Nach erneuter Extraktion mit 500 pl Chloroform und Vereinigung
der organischen Phasen wurden die Proben bis zur Trockne an der Vakuumzentrifuge

eingedampft und bei —20°C gelagert.

2.2.6 Bestimmung der Enzymaktivitat

Die Bestimmung der Enzymaktivitdt gegeniliber den Substraten 17oa-Methyltestosteron,
Abietinsdure, 11-Keto-B-boswelliasdaure (KBA) und 18B-Glycyrrhetinsdure (GA) erfolgte mit
Hilfe eines rekonstituierten Systems in einem Volumen von 250 pl bei 30°C in 50 mM HEPES-
Puffer, 0.05% Tween 20, pH 7.4. Das rekonstituierte System bestand jeweils aus 1 uM AdR,
10 uM Adx, 0.5 uM CYP106A2 und einem NADPH-regenerierenden System (1 mM MgCl, x
6H,0, 5 mM Glucose-6-phosphat, 1 U Glucose-6-phosphat-dehydrogenase und 0.1 mM
NADPH). Die einzelnen Substrate wurden in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 40-900
UM 17a-Methyltestosteron, 40-600 uM Abietinsaure, 10-250 uM KBA und 10-500 puM GA.
Die Reaktionszeit fir Umsatze mit 17a-Methyltestosteron betrug 5 min, flir Abietinsdure 10
min, fir KBA 3 min und fiir GA 5 min. Die Reaktionen wurden durch Zugabe von 250 ul
Chloroform gestoppt. Anschliefend wurden die Proben zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min,
4°C) und die Chloroformphase in ein neues Eppendorfgefall Gberfihrt. Nach erneuter
Extraktion mit 250 pl Chloroform und Vereinigung der organischen Phasen wurden die
Proben bis zur Trockne an der Vakuumzentrifuge eingedampft und bis zur HPLC-Analyse bei
—20°C gelagert. Jede Reaktion wurde dreimal durchgefiihrt. Nach erfolgter HPLC-Analyse
(vgl. 2.2.10), wurden die erhaltenen Daten durch hyperbolische Regression

(f(x) = yo + ax/(b + x)) mit Origin (OriginLab Corporation, MA, USA) ausgewertet.
2.2.7 CYP106A2 abhdngiger in vivo Substratumsatz

2.2.7.1 Substratumsatz in E. coli

Chemisch kompetente E. coli IM109 Zellen wurden mit den Plasmiden pACYC_FHH2.8 und
pBarTwin kotransformiert (Hannemann et al. 2006) und auf LB-Agarplatten, die 100 pg/ml
Ampicillin und 35 pg/ml Chloramphenicol enthielten, ausgestrichen und UN bei 37°C
inkubiert. Fir die Vorkultur wurden 50 ml SB-Medium (supplementiert mit 100 pg/ml

Ampicillin und 35 pg/ml Chloramphenicol) in einem 300 ml Erlenmeyerkolben mit einer E.
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coli JM109 Kolonie, welche die Plasmide pACYC_FHH2.8 und pBarTwin enthielt, angeimpft
und UN bei 150 Upm und 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde die Hauptkultur (200 ml SB-
Medium, supplementiert mit 100 pg/ml Ampicillin und 35 pg/ml Chloramphenicol) in einem
1 | Erlenmeyerkolben 1/100 mit der Vorkultur angeimpft und bei 180 Upm und 37°C
inkubiert. Sobald die Kultur eine optische Dichte bei 600 nm (ODggo) von 1.0 erreichte, wurde
die Expression von CYP106A2, AdR und Adx durch die Zugabe von 1 mM IPTG induziert. Der
Hamprecursor d8-Aminolavulinsaure wurde zeitgleich in einer Endkonzentration von 0.5 mM
zugesetzt. Nach einer 24 h Inkubationsperiode bei 180 Upm und 30°C wurde der
Substratumsatz durch die Zugabe von Abietinsdure (500 uM), 17a-Methyltestosteron (500
uM), GA (100 uM) bzw. KBA (100 uM) gestartet. Umsatzproben (500 ul) wurden nach 48 h
durch die Zugabe von 500 pl Chloroform gestoppt, zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min, 4°C)
und die Chloroformphase in ein neues Eppendorfgefald Gberfihrt. Nach erneuter Extraktion
mit 500 pl Chloroform und Vereinigung der organischen Phasen wurden die Proben bis zur

Trockne an der Vakuumzentrifuge eingedampft und bis zur HPLC-Analyse bei —20°C gelagert.

2.2.7.2 Substratumsatz in Bacillus megaterium ATCC 13368

Fir die Vorkultur wurden 50 ml Komplexmedium mit einer Bacillus megaterium ATCC 13368
Kolonie angeimpft und UN bei 100 Upm und 30 °C in einem 300 ml Schikanenkolben
inkubiert. AnschlieRend wurde die Hauptkultur (50 ml Komplexmedium) 1/100 mit der
Vorkultur inokuliert und bei 160 Upm und 30°C in einem 300 ml Schikanenkolben
geschittelt. Nach einer 24 h Inkubationsperiode wurde der Substratumsatz durch Zugabe
von KBA (100 uM), GA (100 uM), Abietinsdure (100 uM) bzw. 17a-Methyltestosteron (500
UM) gestartet. Proben (500 ul) zur Untersuchung des Substratumsatzes wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durch die Zugabe von 500 ul Chloroform gestoppt.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min, 4°C) und die
Chloroformphase in ein neues Eppendorfgefal Gberflihrt. Nach erneuter Extraktion mit 500
pl Chloroform und Vereinigung der organischen Phasen wurden die Proben bis zur Trockne

an der Vakuumzentrifuge eingedampft und bis zur HPLC-Analyse bei —20°C gelagert.

2.2.7.3 Substratumsatz in Bacillus megaterium MS941

Protoplastierte Bacillus megaterium MS941 Zellen wurden zunachst mit den entsprechenden

Expressionsplasmiden (vgl. Tab. 2.2) transformiert (vgl. 2.2.2.9) (Barg et al. 2005) und auf
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Agarplatten, die 10 ug/ml Tetracyclin enthielten, ausgestrichen und bei 37°C UN inkubiert.
Far die Vorkultur wurde 50 ml Komplexmedium (supplementiert mit 10 pg/ml Tetracyclin) in
einem 300 ml Schikanenkolben mit einer tetracyclinresistenten Bacillus megaterium MS941
Kolonie angeimpft und UN bei 100 Upm und 30°C geschiittelt. AnschlieRend wurde die
Hauptkultur (50 ml Komplexmedium, supplementiert mit 10 pg/ml Tetracyclin) 1/100 mit
der Vorkultur inokuliert und bei 160 Upm und 30°C in einem 300 ml Schikanenkolben
inkubiert. Sobald die Kultur eine optische Dichte bei 578 nm (ODs7g) von 0.4 erreichte, wurde
die rekombinante Expression der gewiinschten Gene durch die Zugabe von 0.5 % (w/v)
Xylose gestartet. Nach einer 24 h Expressionsperiode wurde der Substratumsatz durch
Zugabe von KBA (100 uM), GA (100 uM), Abietinsdure (100 uM) bzw. 17a-Methyltestosteron
(500 uM) gestartet. Proben (500 ul) zur Untersuchung des Substratumsatzes wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durch die Zugabe von 500 ul Chloroform gestoppt.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (10.000 Upm, 10 min, 4°C) und die
Chloroformphase in ein neues Eppendorfgefall Gberflihrt. Nach erneuter Extraktion mit 500
pl Chloroform und Vereinigung der organischen Phasen wurden die Proben bis zur Trockne

an der Vakuumzentrifuge eingedampft und bis zur HPLC-Analyse bei —20°C gelagert.

2.2.8 Large-scale Substratumsatz in Bacillus megaterium

Die Synthese der Reaktionsprodukte von Abietinsdure, 17a-Methyltestosteron, KBA und GA
im grofRen MaBstab zur anschlieBenden Strukturbestimmung mittels NMR erfolgte mit Hilfe
des Bacillus megaterium Stammes ATCC 13368. Fiur die Vorkultur wurden 50 ml
Komplexmedium mit einer Bacillus megaterium ATCC 13368 Kolonie angeimpft und UN bei
100 Upm und 30 °C in einem 300 ml Erlenmeyerkolben inkubiert. AnschlieBend wurde die
Hauptkultur (1000 ml Komplexmedium) 1/100 mit der Vorkultur inokuliert und bei 160 Upm
und 30°C in einem 2 | Erlenmeyerkolben geschiittelt. Nach einer 24 h Inkubationsperiode
wurde der Substratumsatz durch Zugabe von Abietinsdure (200 uM), 17a-Methyltestosteron
(500 pM), KBA (100 pM) bzw. GA (100 uM) gestartet. Nach 24 h (Im Fall von
Methyltestosteron, KBA und GA) bzw. 48 h (Im Fall von Abietinsdure) wurden die Zellen fiir
20 min bei 4500 g abzentrifugiert und der Uberstand zweimal mit Chloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde lber wasserfreiem MgS0, getrocknet und am Rotationsverdampfer
bis zu Trockne eingedampft. Die Reinigung der Produkte erfolgte anschlieBend mittels

Kieselgelchromatographie (vgl. 2.2.9).
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2.2.9 Kieselgel-Chromatographie

Die erhaltenen Reaktionsriickstinde (vgl. 2.2.8) wurden durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel 60 (Merck, Darmstadt, Deutschland) gereinigt. Zur sdaulenchromatographischen
Trennung der Reaktionsprodukte von KBA wurde Hexan/Diethylether (1% Essigsdure) im
Verhaltnis 1/3 als Eluent eingesetzt, zur Trennung der Reaktionsprodukte von Abietinsdure
Hexan/Ethylacetat im Verhaltnis 7/3, zur Trennung der Reaktionsprodukte von GA
Hexan/Ethylacetat (1% Essigsaure) im Verhdltnis 4/6 und zur Trennung der
Reaktionsprodukte von 17a-Methyltestosteron Hexan/Ethylacetat im Verhaltnis 1/5. Die
Reinheit der einzelnen Fraktionen wurde mittels Diinnschichtchromatographie auf
Kieselgelfolie (Kieselgel 60 F,s4, Merck, Darmstadt, Deutschland) Uberprift. Saubere
Produktfraktionen wurden anschlieBend am Rotationsverdampfer bis zur Trockne

eingedampft und mittels NMR-Spektroskopie analysiert (vgl. 2.2.4.5).

2.2.10 HPLC-Analyse

Die HPLC-Analysen wurden an einem 900er-System der Firma Jasco durchgefiihrt. Alle
verwendeten Losemittel waren von HPLC-Reinheit und das bendtigte Wasser wurde zuvor
mit der Milli-Q Biocel (Millipore, Bedford, MA, USA) gereinigt. Alle mobilen Phasen wurden
vor Einsatz entgast. Zur Trennung der Substanzen wurde eine Nova Pak Nukleosil C15 Saule (4
pum, 3.9 x 150 mm) der Firma Waters (Milford, MA, USA) oder eine ec MN Nucleodor Cyg
Séule (5 um, 4.0 x 125 mm) der Firma Macherey-Nagel (Diiren, Deutschland) verwendet. Die
Detektion der Verbindungen erfolgte bei 254 nm bzw. fiir Substanzen mit 3-oxo-A®*-Struktur
bei 240 nm an einem 975 UV/Vis-Detektor der Firma Jasco. Als FlieBmittel wurden Gemische
aus Acetonitril/Wasser im Verhaltnis 60/40 oder 40/60 und aus Methanol/Wasser (0.1 %
TFA) im Verhaltnis 75/25 oder 85/15 eingesetzt. Die Sdulentemperatur wurde mit Hilfe eines
Saulenofens der Firma Techlab konstant bei 40°C gehalten und die
FlieBmittelgeschwindigkeit betrug 1 ml/min. Die verwendeten Proben wurden in 200 ul

Acetonitril bzw. Methanol resuspendiert und anschlieBend vermessen.
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3 Ergebnisse
3.1 In vitro Charakterisierung neuer Substrate von CYP106A2

3.1.1 Potentielle Typ I-Shift induzierende Substrate von CYP106A2

Bereits in den spdaten 70er und frihen 80er Jahren wurden Untersuchungen zur
Substratspezifitat von CYP106A2 durchgefiihrt (Berg et al. 1979a; Berg und Rafter 1981; Berg
1982). Hierbei postulierten Berg et al., dass CYP106A2 eine Vielzahl von 3-oxo-A’*-Steroiden
in 15B-Position zu hydroxylieren vermag, aber 3B-hydroxy-A5-, aromatische oder Ring A-
reduzierte Steroide nicht umgesetzt werden (Berg et al. 1976). Allerdings war es Berg et al.
nicht moglich, ein Substrat zu identifizieren, das einen Typ I-Shift in CYP106A2 induziert.
Durch die Bindung eines Substrates im aktiven Zentrum eines Cytochrom P450 wird in den
meisten Fallen ein sog. Typ I-Shift bzw. high-spin-Shift induziert. Hierbei wird das axial
koordinierte Wassermolekil am Ham-Eisen durch das Substrat verdrangt, wodurch ein
Ubergang des Ham-Eisens vom sechsfachkoordinierten low-spin zum fiinffachkoordinierten
high-spin Zustand induziert wird (Jefcoate 1978; Schenkman und Jansson 1998). Dies fiihrt
im Differenzspektrum des Enzyms zu einem charakteristischen Absorptionsmaxium bei ~ 390
nm und einem Absorptionsminimum bei ~ 420 nm. Im Zuge meiner Diplomarbeit konnte ich
erstmals neben dem von Herrn Michael Lisurek beschriebenen 3-oxo-A*-Steroid Cholestenon
(Lisurek 2004), die Dihydroquinopimarsdure (Bleif et al. 2011a) und die pentacyclische
Triterpensdure 11-Keto-B-boswelliasdure (KBA) als high-spin-Shift induzierende Substrate

von CYP106A2 identifizieren (vgl. Abb. 3.1).

“COOH
Dihydroquinopimarsaure 11-Keto-f-boswelliasdure (KBA)

Abb. 3.1 Strukturformeln von Dihydroquinopimarsaure und 11-Keto-B-boswelliasdure (KBA).
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Anhand von Strukturvergleichen mit diesen carbonsaurehaltigen Substraten von CYP106A2
sollten organische Verbindungen ausgewahlt werden, die aufgrund ahnlicher
Strukturmerkmale ebenfalls einen high-spin Shift mit der 15B-Hydroxylase induzieren
kénnten, um weiterfihrende Einblicke in die Substratspezifitdat und Substratbindung von
CYP106A2 zu erhalten. Hierzu wurde zunachst die zur Dihydroquinopimarsadure strukturell
dhnliche Diterpenresinsdure Abietinsaure (vgl. Abb. 3.2) als potentielles Substrat von
CYP106A2 ausgewahlt. Sie enthadlt im Gegensatz zur Dihydroquinopimarsaure kein Keto-en-
Motiv, so dass untersucht werden kann, ob dieses Strukturmotiv essentiell fiir die Bindung

und den Umsatz mit CYP106A2 ist.

“COOH

Abietinsdure

Abb. 3.2 Strukturformel des Diterpens Abietinsaure.

Desweiteren wurden vier zur KBA strukturverwandte pentacyclische Triterpensauren (vgl.
Abb. 3.3) ausgewahlt, um herauszufinden, ob die Lokalisierung der Carbonsaurefunktion im

Triterpenmolekiilgeriist eine entscheidende Rolle bei der Substratbindung spielt.

=, ,COOH

S
N

18B-Glycyrrhetinsdure (GA)

O
N

Oleanolsdure Betulinsdure

Abb. 3.3 Strukturformeln der pentacyclischen Triterpene 183-Glycyrrhetinsdure (GA), Ursolsdure, Oleanolsdure
und Betulinsaure.
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3.1.2 Typ-l Differenzspektroskopie

Um eine mogliche Substratbindung der in Abb. 3.2 und Abb. 3.3 aufgefiihrten Verbindungen
im aktiven Zentrum von CYP106A2 nachzuweisen, wurden zunachst
differenzspektroskopische Studien durchgefiihrt. Hierbei konnte mit allen ausgewahlten
pentacyclischen Triterpensduren ein high-spin-Shift in CYP106A2 induziert werden (Abb.
3.4). Lediglich Abietinsdure war nicht in der Lage, das an der sechsten Position des Him-

Eisens gebundene Wassermolekiil in CYP106A2 zu verdrangen.

A 0,2 4 B
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o s 10 um
=4 2
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Abb. 3.4 Typ-I Differenzspektren von CYP106A2 mit A) Betulinsdure; B) 18B-Glycyrrhetinsaure; C) Oleanolsdure
und D) Ursolsdure. 10 uM CYP106A2 in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7.4 wurden mit steigenden Mengen
(1-100 uM) der jeweiligen Verbindung versetzt und die dazugehorigen Differenzspektren wurden nach einer
Inkubationszeit von 25 min bei RT aufgenommen.

Typ |-Differenzspektren eignen sich weiterhin zur Bestimmung der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten (Kp) (Podust et al. 2007), die ein Mal fiir die Bindungsaffinitat des

Substrates zum Enzym darstellt. Durch Titration von CYP106A2 mit steigenden Mengen der

Triterpensauren (Abb. 3.4) und anschliefender Auftragung der AAbsorptionswerte (Amax-
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Anmin) gegen die jeweilige Substratkonzentration ergaben sich die in Abb. 3.5 dargestellten

Substratsattigungskurven. Die nach hyperbolischer Regression erhaltenen

Dissoziationskonstanten (Kp) und Regressionskoeffizienten sind in Tab. 3.1 aufgelistet.

0,4 I I

0,3 4

03 ol
24 N

0,2

A Absorption (388-419) [nm]
A Absorption (387-419) [nm]

0,1
01

™

0'0 T T T T T 0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 0 20 a0 60 80 100

18B-Glycyrrhetinsaure [uM]

Betulinsdure [uM]

0,35 -

o
o
1
.y

0,30

o
«
1

0,25

(3
rS
1

0,20

o

w
1
h

0,15

)
~
1

0,10 |

A Absorption (386-419) [nm]
A Absorption (388-419) [nm]

4
=
1

o
=)

0,00 T T T T T
0 20 40 60 80 100

T T T T
20 40 60 80 100

)

Oleanolsdure [uM] Ursolsdure [uM]

Abb. 3.5 Substratsattigungskurven von CYP106A2 mit A) Betulinsdure; B) 18(B-Glycyrrhetinsdure; C)
Oleanolsdure und D) Ursolsaure. Die Daten wurden mittels hyperbolischer Regression f(x) =y, + ax/(b + x)

ausgewertet. Jede Titration wurde dreimal durchgefiihrt und die entsprechenden Mittelwerte bestimmt.

Tab. 3.1 Erhaltene Dissoziationskonstanten und Regressionskoeffizienten.

Verbindung Dissoziationskonstante Regressionszkoeffizient
Kp [uM] R
Betulinsaure 14.50 £ 0.51 0.995
18B-Glycyrrhetinsdure 65.19+1.01 0.996
Oleanolsaure 5.89+0.25 0.927
Ursolsdure 25.44 £ 0.75 0.995

Oleanolsdure und Betulinsdure zeigten mit Dissoziationskonstanten von 5.89 £ 0.25 uM bzw.
14.50 + 0.51 pM die starkste Bindung zu CYP106A2. Fir Ursolsdure ergab sich ein Kp von
25.44 £ 1.01 uM. Sie zeigte somit eine leicht hohere Affinitat zu CYP106A2 als die bereits als

40



Ergebnisse

high-spin-Shift induzierendes Substrat identifizierte KBA (Kp = 33.34 + 2.87 uM). Die
schwachste Bindung zu CYP106A2 wurde fir 18B-Glycyrrhetinsdure (GA) mit einer
Dissoziationskonstanten von 65.19 £ 0.51 uM ermittelt. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieBen, dass die Position der Carbonsaurefunktion im Triterpengeriist einen
entscheidenden Einfluss auf die Starke der Substratbindung im aktiven Zentrum von

CYP106A2 ausibt.

3.1.3 In vitro Substratumsatz mit CYP106A2

Die Ausbildung eines Typ-I Shifts ist eine gute, aber nicht zwingende Voraussetzung fiir einen
Substratumsatz. Mit Ausnahme von Cholestenon waren alle bisher identifizierten steroidalen
Substrate von CYP106A2 nicht in der Lage, einen high-spin Shift zu induzieren, konnten aber
durch das Enzym erfolgreich umgesetzt werden. Dieses Phdnomen wurde erstmals mit
CYP106A2 und seinem Substrat 11-Deoxycorticosteron (DOC) beschrieben (Simgen et al.
2000) und wurde spater auch bei der Bindung von Substraten zu anderen Cytochromen P450
beobachtet (Sielaff und Andreesen 2005). Weiterhin ist es moglich, dass eine organische
Verbindung ein Typ-I-Spektrum mit einem Cytochrom P450 ausbildet, sich von diesem
jedoch nicht konvertieren lasst. Um herauszufinden, ob die pentacyclischen Triterpensauren
(vgl. 3.1.2), die bereits einen Typ-I-Shift mit CYP106A2 gezeigt haben, und ob Abietinsaure,
die nicht in der Lage war, das an der sechsten Position des Ham-Eisens gebundene
Wassermolekiil in CYP106A2 zu verdrdangen, von CYP106A2 umgesetzt werden, musste
zundchst ein in vitro-Rekonstitutionsassay durchgefiihrt werden. Mit Hilfe dieses Assays
sollte weiterhin die Produktbildung der bereits in meiner Diplomarbeit als Substrate von
CYP106A2 identifizierten KBA und des 3-oxo-A*-Steroids 170-Methyltestosteron naher
charakterisiert werden. Der in vitro-Rekonstitutionsassay beinhaltete CYP106A2, seine
heterologen Redoxpartner Adxs.10s und AdR sowie ein NADPH regenerierendes System. Die
einzelnen Reaktionsansadtze wurden anschlieBend mittels HPLC-Analyse auf erfolgreichen
Umsatz untersucht.

Bei Einsatz von KBA als Substrat von CYP106A2 waren im HPLC-Chromatogramm ein
Hauptprodukt (P2) sowie drei Nebenprodukte (P1, P3 und P4) zu erkennen (Abb. 3.6)(Bleif et
al. 2011b). KBA eluierte bei einem Laufmittelgemisch von MeOH/H,0 (75/25) (0.1 % TFA)
nach tg = 17.36 + 0.05 min von der Saule. Die gebildeten Reaktionsprodukte besalien

Retentionszeiten von tg = 2.29 + 0.05 min (P1), tg = 3.51 * 0.05 min (P2), tg = 5.03 £ 0.05 min
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(P3) und tg = 6.47 £ 0.05 min (P4). Betrachtet man die relative Produktbildung anhand der
prozentualen Verteilung der Peakflichen und unter der Annahme, dass alle im
Chromatogramm vorliegenden Verbindungen bei 254 nm etwa gleich stark absorbieren , so
stellt man fest, dass KBA unter den gewdhlten Reaktionsbedingungen zu ca. 94 % von
CYP106A2 umgesetzt werden konnte. Das Hauptprodukt P2 wurde zu 76.8 % gebildet,
wohingegen die Nebenprodukte P1, P3 und P4 zu 12.3 %, 3.6 % und 1.4 % vorlagen.
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Abb. 3.6 HPLC-Chromatogramm von KBA nach in vitro Umsatz mit CYP106A2. Die Reaktion wurde in einem
Volumen von 500 ul in 50 mM HEPES pH 7.4 in Gegenwart eines NADPH regenerierenden Systems fiir 10 min
bei 30°C durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2; 1 uM AdR und 10 pM Adx,.
10s- Das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschlieRend bis zur
Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (75/25) (0.1 % TFA). Die
Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Die Negativkontrolle (NK) (ohne Zusatz von CYP106A2) ist in grau
dargestellt.

Aufgrund der Tatsache, dass die neu entstandenen Produkte kleinere Retentionszeiten als
das Substrat KBA besitzen, kann davon ausgegangen werden, dass es sich hierbei um mono-
und/oder polyhydroxylierte Verbindungen von KBA handelt. Um dies eindeutig zu
verifizieren, wurden NMR-spektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt (siehe Abschnitt
3.3.3). Hierbei konnte das Hauptprodukt P2 eindeutig als 15a-Hydroxy-KBA identifiziert
werden (siehe Abschnitt 3.3.3)(Bleif et al. 2011b). Die Struktur der Nebenprodukte (P1, P3

und P4) konnte mittels NMR-Spektroskopie leider nicht bestimmt werden (siehe Abschnitt
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3.3.3). Die von CYP106A2 katalysierte Reaktion von KBA ist schematisch in Abb. 3.7

dargestellt.

CYP106A2 + Nebenprodukte
Fdx, FdR
HooC™ NADPH +0,+H" NADP'+H,0 HOOC *~
KBA 15a-Hydroxy-KBA

Abb. 3.7 CYP106A2 katalysierte Reaktion von KBA.

Der Reaktionsansatz von 17a-Methyltestosteron zeigte nach HPLC-Analyse neben dem
Substratpeak bei tg = 2.73 £ 0.05 min einen weiteren prominenten Peak (P1) bei tg = 1.46 +
0.05 min (Abb. 3.8). Das eingesetzte Substrat lag nach der Interaktion mit CYP106A2 zu 44.2
%, das neu gebildete Produkt P1 zu 55.8 % vor. Da das Cytochrom 106A2 bevorzugt 3-oxo-
A*-Steroide in 15B-Position hydroxyliert, lag die Vermutung nahe, dass es sich bei dem
gebildeten Produkt P1 um 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron handelte. Diese Vermutung

konnte durch NMR-Analysen bestatigt werden (siehe Abschnitt 3.3.1).
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Abb. 3.8 HPLC-Chromatogramm von 17a-Methyltestosteron nach in vitro Umsatz mit CYP106A2. Die Reaktion
wurde in einem Volumen von 500 pl in 50 mM HEPES pH 7.4 in Gegenwart eines NADPH regenerierenden
Systems fiir 10 min bei 30°C durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2; 1 uM
AdR und 10 puM Adx,10s. Das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform extrahiert und die organische Phase
anschlieRend bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit ACN/H,0 (60/40). Die
Metaboliten wurden bei 240 nm detektiert. Die Negativkontrolle (NK) (ohne Zusatz von CYP106A2) ist in grau
dargestellt.

Das Reaktionsschema der Hydroxylierung des 3-oxo-A* Steroids 17a-Methyltestosteron

durch CYP106A2 ist in Abb. 3.9 dargestellt.

CYP106A2
Fdx, FdR

o) NADPH+0,+H" NADP*'+H,0 O
17a-Methyltestosteron 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron

Abb. 3.9 CYP106A2 katalysierte Hydroxylierung von 17a-Methyltestosteron in Position 15.

Mit der pentacyclischen Triterpensaure 18B-Glycyrrhetinsaure (GA), die bereits einen high-
spin Shift mit CYP106A2 gezeigt hatte, konnte ebenfalls ein Umsatz nachgewiesen werden.
Nach der Interaktion mit CYP106A2 zeigte das HPLC-Chromatogramm von GA neben dem
Substratpeak bei tg = 15.52 £ 0.05 min die Bildung eines Hauptproduktes P1, welches nach tg
= 2.30 £ 0.05 min von der Saule retardierte, sowie eines Nebenproduktes P2 mit einer

Retentionszeit tg von 7.37 £ 0.05 min (Abb. 3.10). Betrachtet man die prozentuale Verteilung
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der gebildeten Produkte, so lasst sich eindeutig erkennen, dass GA nach dem Umsatz mit
CYP106A2 nur noch zu ca. 32 % vorlag. Das Hauptprodukt P1 ist hierbei zu ca. 65 %, das
Nebenprodukt P2 zu ca. 3 % entstanden. In diesem Fall ist ebenfalls davon auszugehen, dass
es sich bei den gebildeten Produkten um hydroxylierte Verbindungen der GA handelt.
Tatsachlich konnte das Hauptprodukt P1 mit Hilfe von NMR-Spektroskopie zweifelsfrei als
7B-Hydroxy-GA identifiziert werden (siehe Abschnitt 3.3.4). Das Nebenprodukt (P2) konnte

mittels NMR-Spektroskopie leider nicht charakterisiert werden (siehe Abschnitt 3.3.4).
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Abb. 3.10 HPLC-Chromatogramm von GA nach in vitro Umsatz mit CYP106A2. Die Reaktion wurde in einem
Volumen von 500 ul in 50 mM HEPES pH 7.4 in Gegenwart eines NADPH regenerierenden Systems fiir 10 min
bei 30°C durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2; 1 uM AdR und 10 uM Adx,.
108- Das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschliefend bis zur
Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (75/25) (0.1 % TFA). Die
Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Die Negativkontrolle (NK) (ohne Zusatz von CYP106A2) ist in grau
dargestellt.
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Das Reaktionsschema zum Umsatz von GA durch CYP106A2 ist Abb. 3.11 zu entnehmen.

~, ,COOH -, ,COOH

CYP106A2

Fdx, FdR + Nebenprodukt

HO

NADPH + 0, +H" NADP' +H,0
GA 7p-Hydroxy-GA

Abb. 3.11 Der durch CYP106A2 katalysierte Umsatz von GA.

Alle anderen pentacyclischen Triterpensauren (vgl. 3.1.1) besitzen im Gegensatz zur KBA und
GA leider kein Chromophor, welches ihre Detektion bei 254 nm erlaubt. Um trotzdem eine
mogliche Produktbildung mit Hilfe von HPLC-Analysen nachzuweisen, wurde eine Detektion
bei 210 nm mit einem Lésemittelgemisch, bestehend aus MeOH/H,0 (75/25) (0.1 % H3POy),
versucht. Allerdings war in diesem Fall die Eigenabsorption des verwendeten Lésemittels so
stark, dass keine eindeutige Aussage liber einen moglichen Umsatz gemacht werden konnte.
Da eine eindeutige HPLC-Analyse fiir weiterflihrende in vitro Untersuchungen jedoch
unabdingbar ist, wurde an dieser Stelle beschlossen, auf weitere Experimente mit diesen
Verbindungen zu verzichten.

Abietinsaure, die das axial gebundene Wassermolekil am Ham-Eisen von CYP106A2 nicht
verdrangen konnte und somit nicht in der Lage war, ein Typ-I Differenzspektrum mit dem
Enzym auszubilden, konnte jedoch mit Hilfe des in vitro-Rekonstitutionsassays zu zwei
Produkten konvertiert werden (Abb. 3.12). Das Substrat eluierte bei einem
Laufmittelgemisch von MeOH/H,0 (85/15) (0.1 % TFA) nach tg = 10.10 * 0.05 min von der
Saule. Die Reaktionsprodukte besaBen Retentionszeiten von tg = 2.18 + 0.05 min (P1) und
3.15 £ 0.05 min (P2). Anhand des HPLC-Chromatogrammes ist ersichtlich, dass die Produkte
zu 7.9 % (P1) bzw. 14.8 % (P2) gebildet wurden und somit in einem Verhaltnis von ca. 2:1
(P2/P1) vorlagen. Die korrespondierenden Reaktionsprodukte konnten mittels NMR-
Spektroskopie als 12a (P2)- und 12 (P1)-Hydroxyabietinsdaure identifiziert werden (siehe
Abschnitt 3.3.2) (Bleif et al. 2011a).
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Abb. 3.12 HPLC-Chromatogramm von Abietinsdure nach in vitro Umsatz mit CYP106A2. Die Reaktion wurde in
einem Volumen von 500 pl in 50 mM HEPES pH 7.4 in Gegenwart eines NADPH regenerierenden Systems fiir 30
min bei 30°C durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2; 1 uM AdR und 10 uM
Adx,.105. Das Reaktionsgemisch wurde mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschliefend bis zur
Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (85/15) (0.1 % TFA). Die
Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Die Negativkontrolle (NK) (ohne Zusatz von CYP106A2) ist in grau
dargestellt.

Waihrend dieser Arbeit wurde somit erstmals gezeigt, dass CYP106A2 Diterpene des Abietan-
Typs regioselektiv in Allylposition zu hydroxylieren vermag (Abb. 3.13) und konnte deshalb
als erste bakterielle Cytochrom P450 Diterpenhydroxylase identifiziert werden (Bleif et al.

2011a).

OH OH
CYP106A2
Fdx, FdR .
“COOH NADPH + 0, +H'  NADP' + H,0 “CO0H “COOH
Abietinsdure 120-Hydroxyabietinsdure 12p-Hydroxyabietinsdure

Abb. 3.13 Regioselektive Hydroxylierung von Abietinsaure in Position 12.

Die Vorhersage, Abietinsidure als potentielles Substrat aufgrund struktureller Ahnlichkeiten

zur Dihydroquinopimarsaure zu betrachten, konnte somit erfolgreich bestéatigt werden.
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3.1.4 Substratdocking

Alle molekularen Docking-Kalkulationen wurden von Matthias Dietzen am Max-Planck-
Institut (MPI) fir Informatik an der Universitat des Saarlandes durchgefiihrt.

Da Abietinsiure ebenso wie das 3-oxo-A’-Steroid 170-Methyltestosteron wihrend der
Bindung im aktiven Zentrum von CYP106A2 keinen high-spin Shift induziert, wurden mit
beiden Substraten Docking-Experimente durchgefiihrt, um einen ersten Einblick in eine
mogliche Bindung und Orientierung der Substrate im aktiven Zentrum von CYP106A2 zu
erhalten.

Aufgrund der Tatsache, dass von CYP106A2 keine Kristallstruktur existiert, wurden alle
Docking-Kalkulationen mit einem von Lisurek et al. entwickelten Homologie-Modell von
CYP106A2 durchgefiihrt (Lisurek et al. 2008). Das Docking der Substrate Abietinsaure und
17a-Methyltestosteron in das aktive Zentrum des Cytochroms P450 erfolgte mit Hilfe des
Docking-Programs FlexX (Rarey et al. 1997, Rarey et al. 1996). Die besten Docking-
Orientierungen fir eine Hydroxylierung des Substrates Abietinsdure in a- bzw. 3-Position am
C-Atom C12 sind in Abb. 3.14 dargestellt. Hierbei lassen sich mogliche
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen der Saurefunktion des Substrates und den
Seitenketten der Aminosdauren D295, E78 und R66 erkennen. Zusatzlich wird die
Isopropylgruppe von Abietinsaure durch eine hydrophobe Zange, die aus den Leucinresten
L291 und L239 zusammengesetzt ist, im aktiven Zentrum von CYP106A2 stabilisiert. Dieser
Bindungsmodus des Substrates mit dichter Platzierung des C-Atoms C12 zur prosthetischen
Ham-Gruppe des Proteins ist somit in sehr guter Ubereinstimmung mit dem tatséchlich in in
vitro-Umsatzen erhaltenen Hydroxylierungsmuster. Weiterhin konnten alle Aminosduren
(D295, L291, L239, E78 und R66), die eine mogliche Interaktion mit Abietinsdure eingehen,
den sogenannten putativen Substraterkennungsstellen (substrate recognition sites, SRS)

(Gotoh 1992) von CYP106A2 zugeordnet werden.
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Abb. 3.14 Das aktive Zentrum von CYP106A2 mit den besten Docking-Orientierungen fiir eine Hydroxylierung
des Substrates Abietinsaure in a- (gelb) bzw. B-(cyan) Position am C-Atom C12. Die prosthetische Hdm-Gruppe,
das Substrat und die Aminosduren R66, E78, L239, L291 und D295 sind als Stabmodell dargestellt.

Allen P450 sind sechs dieser SRS gemein, die eine wesentliche Rolle in der Substratbindung
und Katalyse spielen und wohl die variabelsten Regionen in der Proteinstruktur von
Cytochromen P450 darstellen (Pylypenko und Schlichting 2004; Gotoh 1992; Denisov et al.
2005). Anhand des gedockten Komplexes von CYP106A2 mit dem Substrat Progesteron
konnte Lisurek die Aminosauren ableiten, die in CYP106A2 die SRSs bilden (Lisurek 2004).
Mit Hilfe dieser Vorhersage, konnten die Aminosauren, die moglicherweise mit Abietinsaure
interagieren, den entsprechenden SRSs zugeordnet werden. Die Aminosdauren R66 und E78
sind in der SRS1 (B'-Helix Region), L239 in der SRS4 (I-Helix) und L291 sowie D295 in der SRS5
(B1-4) lokalisiert. Vergleicht man die beiden Orientierungen fiir eine Hydroxylierung des
Substrates Abietinsdure in a- bzw. 3-Position im aktiven Zentrum von CYP106A2, so fallt auf,
dass der Ligand fiir eine Hydroxylierung in der B-Position um etwa 100° relativ zur Position

des Liganden fir die a-Hydroxylierung gedreht ist (Abb. 3.15, Abb. 3.14).
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Abb. 3.15 Das Substrat Abietinsdure in den besten Docking-Posen fiir eine o-(gelb) bzw. B-(cyan)
Hydroxylierung am C-Atom C12.

Diese Ligandenrotation fihrt im Vergleich zur Wechselwirkung des Liganden in a-Pose zu
einem andersartigen Interaktionsmuster der Sdurefunktion mit den Seitenketten des
Proteinriickgrads. Fur eine Hydroxylierung in der 123-Position des Substratgeriistes ergeben
sich bestmogliche Wechselwirkungen mit den Aminosduren E78 und D295, wahrend sich fir
eine 12a-Hydroxylierung bevorzugte Interaktionen mit den Aminosdauren R66 und E78
erkennen lassen. Weiterhin stellte sich die B-Pose als energetisch ungilinstiger im Vergleich
zur a-Pose heraus (Docking scores: -9.604 fir o und -4.962 fir ). Dieses Ergebnis ist somit
in guter Ubereinstimmung mit der in der in vitro-Reaktion erhaltenen geringeren
Hydroxylierungsrate fiir 123-Hydroxyabietinsdure (vgl. 3.1.3).

Im Fall von 17a-Methyltestosteron ergab sich nach Docking des Substrats in das aktive
Zentrum von CYP106A2 fiir eine Hydroxylierung in 15B-Position des Steroidgerists die in
Abb. 3.16 dargestellte Orientierung. Mogliche Wasserstoffbriicken werden durch eine
Wechselwirkung der 17p3-Hydroxylgruppe von Methyltestosteron mit der Seitenkette von
T89 sowie der Ketogruppe in Position 3 des Steroidgeriists mit der Aminosdure E78
ausgebildet. Somit scheint die Aminosdaure E78 sowohl bei der Substratbindung von
Abietinsaure als auch bei der Bindung von 17a-Methyltestosteron im aktiven Zentrum eine
wichtige Rolle zu spielen. Die Platzierung von Methyltestosteron mit dem C-Atom C15 Uber
dem Ham-Eisen ist ebenfalls konsistent mit der tatsdchlich bestimmten
Hydroxylierungsposition in 153 des Steroidgeriists. Die Aminosdure T89 konnte der SRS1
(B°/C-Loop) von CYP106A2 zugeordnet werden.
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Abb. 3.16 Das aktive Zentrum von CYP106A2 mit der besten Docking-Orientierung fiir eine Hydroxylierung des
Substrates 170-Methyltestosteron in B-Position am C-Atom C15. Die prosthetische Hdm-Gruppe, das Substrat
und die Aminosauren E78 und T89 sind als Stabmodell dargestellt.

3.1.5 Katalytische Aktivitat

Zur Ermittlung der Enzymaktivitait von CYP106A2 gegeniber den Substraten 17a-
Methyltestosteron, Abietinsdure, 11-Keto-B-boswelliasdure (KBA) und 183-Glycyrrhetinsaure
(GA) wurden kinetische Analysen durchgefiihrt. Die Bestimmung der Michaels-Konstanten
(Km) erfolgte mit gleichbleibenden Mengen von CYP106A2 und seiner heterologen
Redoxpartner (AdR, Adxsi03). Die einzelnen Substrate wurden in steigenden
Konzentrationen zugesetzt, bis eine Substratsattigung des Enzyms erreicht wurde.
Inkubationszeiten wurden so gewahlt, dass auch bei geringen Substratkonzentrationen, das
Substrat nicht ganzlich zu den Produkten abreagierte. Zur Bestimmung der Ky- und Viax-
Werte wurden die Daten anschlieBend einer hyperbolischen Regression unterzogen.
17a-Methyltestosteron wurde in Konzentrationen von 40-900 uM zugegeben (Abb. 3.17 A).
Die Inkubationszeit betrug 5 min bei 30°C. Hierbei ergab sich fir die Hydroxylierung von
Methyltestosteron in 15p-Position ein Ky-Wert von 176 + 32 pM und ein Vpa-Wert von 209
+ 12 nmol 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron/nmol CYP106A2/min.

Zur Bestimmung der Enzymaktivitdit von CYP106A2 gegenliber Abietinsdure erfolgte die
Zugabe des Substrates in Konzentrationen von 40-600 uM (Abb. 3.17 B). Die Inkubation
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wurde bei 30°C fir 10 min durchgefihrt. Der Vpna-Wert konnte zu 22 + 1 nmol
Produkte/nmol CYP106A2/min und die Michaelis-Konstante Ky zu 113 + 15 uM bestimmt
werden (Abb. 3.17 B). Da Abietinsdaure von CYP106A2 zu 12a- und 12p3-Hydroxyabietinsaure
konvertiert wird, wurde zum besseren Vergleich der Produktbildung fir beide
Hydroxylierungsprodukte die jeweilige Michaelis-Konstante sowie die
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Das Enzym vollfihrte den Umsatz zu 12a-
Hydroxyabietinsdure mit einer Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) von 13.0 + 0.5 nmol 12a-
Hydroxyabietinsdure/nmol CYP106A2/min und einer Michaealis-Konstanten (Ky) von 107 *
13 uM. Die 12B-Hydroxylierungsaktivitdat erreichte lediglich 57 % der 12a-
Hydroxylierungsaktivitat. In diesem Fall betrug der Vp-Wert 80 = 0.4 12fB-
Hydroxyabietinsdure/nmol CYP106A2/min und der Ky-Wert 123 + 20 uM.
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Abb. 3.17 Reaktionsgeschwindigkeit der Hydroxylierung von A) 17a-Methyltestosteron und B) Abietinsdure
durch CYP106A2. Die Reaktionen wurden in 250 ul HEPES (50 mM, pH 7.4) in Gegenwart eines NADPH
regenerierenden Systems durchgefiihrt. Die verwendeten Enzymkonzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2, 1
UM AdR und 10 uM Adxsi0s. Die Daten wurden mittels hyperbolischer Regression f(x) =y, + ax/(b +x)
ausgewertet. Jede Reaktion wurde dreimal durchgefiihrt und die entsprechenden Mittelwerte bestimmt.
Gesamtprodukt = Summe aus 12a-und 123-Hydroxyabietinsaure.

Zur kinetischen Analyse der Reaktion von CYP106A2 mit KBA wurde das pentacyclische
Triterpen in Konzentrationen von 10-250 uM eingesetzt (Abb. 3.18 A). Die Inkubationszeit
betrug hier 3 min bei 30°C. Das Enzym verrichtete den Umsatz zu den korrespondierenden
Produkten mit einer Geschwindigkeit Vyax von 97 = 5 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min
und einem Ky-Wert von 106 + 12 uM (Bleif et al. 2011b).

Im Fall von GA wurden Konzentrationen des Substrates von 10-500 uM verwendet (Abb.

3.18 B) und die einzelnen Reaktionsansatze wurden fiir 5 min bei 30°C inkubiert. Der Viax-
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Wert konnte zu 35 + 1 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min und die Michaelis-Konstante Ky
zu 78 £ 9 uM bestimmt werden.

In beiden Fallen wurde auf eine detaillierte Bestimmung der Ky- und Vpna.-Werte der
einzelnen Produkte verzichtet, da ihre genaue ldentitadt teilweise nicht bestimmt werden
konnte und es sich moglicherweise um Folgeprodukte (z.B polyhydroxylierte Derivate)
handeln kénnte. In diesem Fall misste eine zusatzliche kinetische Analyse der Folgereaktion

durchgefiihrt werden.
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Abb. 3.18 Reaktionsgeschwindigkeit des Umsatzes von CYP106A2 mit A) 11-Keto-B-boswelliasdure und B) 18-
Glycyrrhetinsdure. Die Reaktionen wurden in 250 pl HEPES (50 mM, pH 7.4) in Gegenwart eines NADPH
regenerierenden Systems durchgefiihrt. Die verwendeten Enzymkonzentrationen waren 0.5 uM CYP106A2, 1
UM AdR und 10 pM Adx,i0s. Die Daten wurden mittels hyperbolischer Regression f(x) =y, + ax/(b + x)
ausgewertet. Jede Reaktion wurde dreimal durchgefiihrt und die entsprechenden Mittelwerte bestimmt.

Zum besseren Vergleich der katalytischen Aktivitaten, wurden die erhaltenen Daten und
Regressionskoeffizienten (R%) in Tab. 3.2 zusammengefasst.
Tab. 3.2 Die aus den hyperbolischen Regressionen (Abb. 3.17 und Abb. 3.18) erhaltenen

Regressionskoeffizienten (R?) sowie die ermittelten Ky- und Vpa-Werte fiir die Reaktionen von CYP106A2 mit
17a-Methyltestosteron, Abietinsaure, KBA und GA.

KM Vmax RZ

(1M) (nmol Produkt(e)/nmol CYP/min)
15B-Hydroxy-Methyltestosteron 176 £ 32 209+12 0.985
Abietinsaure-Produkte 113+ 15 22+1 0.988
12a-Hydroxyabietinsdure 107+ 13 13.0+ 0.5 0.990
12[-Hydroxyabietinsdure 123+ 20 8.0+04 0.984
KBA-Produkte 106+ 12 97+5 0.993
GA-Produkte 78+9 35+1 0.992
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Fir die Hydroxylierung von 17a-Methyltestosteron wurde mit einem Vpayx von 209 + 12 nmol
15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron/nmol CYP106A2/min die hochste
Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Bei allen anderen Substraten war die Geschwindigkeit
der Produktbildung stark reduziert. Beim Umsatz von KBA wurde nur noch eine Aktivitdt von
97 + 5 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min erhalten und im Fall von GA war der V.-Wert
mit 35 + 1 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min sogar um das 6-fache im Vergleich zur
Methyltestosteron-Hydroxylierung reduziert. Die schlechteste Reaktionsgeschwindigkeit
wurde allerdings fir die regioselektive Hydroxylierung von Abietinsdure bestimmt. Die
Produktbildung von 12a-Hydroxyabietinsaure war im Vergleich zur Hydroxylierung von 17a.-
Methyltestosteron drastisch reduziert und lag bei 13.0 +* 05 nmol 120a-
Hydroxyabietinsdure/nmol CYP106A2/min und fir die Hydroxylierung in 123-Position konnte
lediglich ein Vima-Wert von 8.0 + 0.4 nmol 12B-Hydroxyabietinsdure/nmol CYP/min bestimmt
werden.

Fir die Hydroxylierung von Abietinsaure und KBA konnten relativ ahnliche Michaelis-
Konstanten ermittelt werden (vgl. Tab. 3.2). 17a-Methyltestosteron zeigte mit 176 + 32 uM
den schlechtesten Ky-Wert und fiir den GA Umsatz konnte mit 78 + 9 uM die niedrigste

Michaelis-Konstante bestimmt werden.

3.2 Substratumsatz in E.coli

Nach der erfolgreichen Identifizierung neuer Substrate von CYP106A2 und deren
Charakterisierung in vitro sollten ausreichende Mengen der Produkte fir NMR-
spektroskopische Untersuchungen hergestellt werden, um deren genaue Struktur
bestimmen zu konnen. Die grofSte Herausforderung fiir die Verwendung von Cytochromen
P450 in der organischen Synthese und industriellen Prozessen besteht allerdings in der
Bereitstellung der bendétigten Redoxpartner sowie der Regeneration des teuren Kofaktors
NAD(P)H (Chefson und Auclair 2006). Da eine Benutzung gereinigter Proteine und der Zusatz
des Kofaktors fiir einen in vitro Substratumsatz in groRerem Umfang sehr zeitaufwendig und
kostspielig ist, sollte ein Ganzzellbiokatalysator zum Einsatz kommen. Der Hauptvorteil eines
Ganzzellsystems im Gegensatz zu in vitro Methoden besteht dabei in der Stabilisierung des
P450 Systems an sich und der simultanen Regeneration des Kofaktors im zelluldren
Metabolismus (Maurer et al. 2005). Die Verwendung von bakteriellen Zellen wie z.B. E.coli

birgt hierbei im Vergleich zu anderen heterologen Expressionssystemen (Hefe-,
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Sdugetierzellen) immense Vorteile, da E.coli keine endogenen P450 Systeme beinhaltet, und
hohe Expressionsraten in relativ kurzen Inkubationsperioden erhalten werden (Yun et al.
2006).

Fiir den Umsatz der neuen Substrate sollte deshalb ein bereits in der Arbeitsgruppe
etablierter E.coli-Biokatalysator verwendet werden, in dem CYP106A2 mit seinen
heterologen Redoxpartnern Adxs.i0s und AdR koexprimiert werden kann und der bereits
erfolgreich  zum Umsatz von 11-Deoxycorticosteron (DOC) zu 15B-Hydroxy-11-
Deoxycorticosteron durch CYP106A2 eingesetzt wurde (Hannemann et al. 2006). Dieser
Biokatalysator beinhaltet ein Zwei-Vektor-System, bestehend aus dem low-copy Plasmid
pACYC_FHH2.8 auf dem die cDNA von CYP106A2 lokalisiert ist und dem high-copy Plasmid
pBarTwin, welches die Sequenzen der Redoxkette (cDNAs von AdR und Adxs.ios) tragt
(Hannemann et al. 2006; Virus und Bernhardt 2008).

Nach Kotransformation von E.coli JM109 Zellen mit den Plasmiden pBarTwin und
pACYC_FHH2.8 und Induktion der Proteinexpression wurde zundchst das Substrat 17a-
Methyltestosteron nach einer 24 h Expressionsperiode in einer Konzentration von 500 uM
zugesetzt. Als Negativkontrollen wurden sowohl JIM109-Zellen als auch Zellen verwendet, die
jeweils nur ein Plasmid (pBarTwin oder pACYC_FHH2.8) trugen, um eine mogliche
Kreuzreaktion durch den zellularen Metabolismus auszuschlieRen. Eine Analyse der Umsatze

erfolgte nach 48 h mittels HPLC (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19 HPLC-Chromatogramm von 17o-Methyltestosteron nach der Interaktion mit E.coli JIM109 Zellen
(schwarz); JIM109 Zellen transformiert mit pACYC_FHH2.8 (blau); JM109 Zellen transformiert mit pBarTwin
(griin) und JM109 Zellen transformiert mit pACYC_FHH2.8 und pBarTwin (rot). Die Reaktionen wurden in 200
ml SB-Medium bei 30°C firr 48 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und die
organische Phase anschliefend bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit
ACN/H,0 (60/40). Die Metaboliten wurden bei 240 nm detektiert.

Anhand der HPLC-Chromatogramme (Abb. 3.19) ist eindeutig ersichtlich, dass E. coli Zellen,
die die beiden Plasmide nicht enthielten, keinen Substratumsatz zeigten, wohingegen Zellen,
die die komplette Elektronentransferkette exprimierten, das Produkt P1 bildeten. Das
Substrat 17a-Methyltestosteron besal} eine Retentionszeit tg von 2.73 £ 0.05 min und das
Produkt P1 eluierte mit einer Retentionszeit von tg = 1.44 + 0.05 min von der Saule und
konnte als 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron identifiziert werden (vgl. 3.1.3 und Abb.
3.8). Weiterhin zeigte das Chromatogramm einen weiteren prominenten Peak U1l bei tg =
1.99 £ 0.05 min. Da dieser Peak aber auch in den Chromatogrammen der Negativkontrollen
enthalten war, kann er eindeutig einer Verbindung aus dem zellularen Metabolismus von
E.coli zugeordnet werden, deren genaue Identitat jedoch nicht bestimmt wurde. Betrachtet
man die relative Produktbildung anhand der prozentualen Verteilung der Peakflachen, so
stellt man fest, dass 17a-Methyltestosteron innerhalb von 48 h zu ca. 45 % von CYP106A2

umgesetzt werden konnte.
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Interessanterweise zeigten die gramnegativen Bakterien keinerlei Umsatz von Abietinsdure
und den pentacyclischen Triterpensduren GA und KBA (Daten nicht gezeigt). Dies ist
wahrscheinlich auf das Unvermdégen der Sauren, die dulere Membran der E. coli Zellen zu
passieren, zurlickzufiihren (Bleif et al. 2011a; Chen 2007). Auf Versuche, die Membran durch
den Zusatz von Detergentien wie z.B Triton X oder Tween zu permeabilisieren, wurde an
dieser Stelle verzichtet, da die erhaltenen Reaktionsprodukte fiir NMR-spektroskopische
Untersuchungen verwendet werden sollten und die enthaltenen Detergentien in miihevollen

Reinigungsschritten hatten entfernt werden missen.

3.2.1 Entwicklung eines NADPH-Regenerationssystems fiir E.coli

Zeitgleich zu den in Abschnitt 3.2 aufgeflhrten Umsatzexperimenten wurde an der
Entwicklung eines NADPH-Regenerationssystems flir E.coli gearbeitet, da Cytochrome P450
auf eine Versorgung mit stochiometrischen Mengen dieses Kofaktors angewiesen sind
(Nebert und Gonzalez 1987). Bei der Verwendung von Ganzzellsystemen wird NADPH zwar
im zelluldaren Metabolismus gebildet (Schmid et al. 2001), allerdings ist es moglich, dass bei
der Uberexpression einer P450 Monooxygenase der intrazellulire NADPH-Regenerationsweg
nicht mehr in der Lage ist, den erhéhten Bedarf an Reduktionsdquivalenten ausreichend zu
decken (Schewe et al. 2008). Ein zusatzliches intrazellulares Kofaktor-Regenerationssystem
konnte daher einen zuséatzlichen Vorteil flir einen in vivo Substratumsatz darstellen (Mouri et
al. 2006). Deshalb sollte zusitzlich zur Uberexpression von CYP106A2, AdR und Adxs.10s eine
Alkoholdehydrogenase (LbADH) aus Lactobacillus brevis (Schroer et al. 2007; Schroer et al.
2009) in E. coli koexprimiert werden, um eine Regeneration des Kofaktors NADPH zu

ermoglichen.

3.2.2 Klonierung

Das Plasmid pBTacLbADH, welches die cDNA der Alkoholdehydrogenase (LbADH) aus
Lactobacillus brevis enthielt, wurde freundlicherweise von Herrn Dr. Stephan Litz (Institut
fiir Biotechnologie 2, Forschungszentrum Jilich) zur Verfiigung gestellt.

Zur Koexpression der Alkoholdehydrogenase in E.coli wurde das LbADH-Gen mit Hilfe des
Plasmids pBTacLbADH und entsprechenden Primern amplifiziert und in das high-copy
Plasmid pBarTwin, welches bereits die cDNAs von AdR und Adxsi9s enthielt, kloniert,

wodurch das Plasmid pBarTripel (Abb. 6.2) erhalten wurde (Abb. 3.20 und Abb. 3.21).
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Abb. 3.20 Schematische Darstellung der Expressionskassette von pBarTripel zur Koexpression von AdR (gelb),
Adxs.10s (braun) und LbADH (griin) einschlieflich der ribosomalen Bindestellen (schwarz) und
Restriktionsschnittstellen.
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Abb. 3.21 Agarosegel nach Restriktionsverdau des Plasmids pBarTripel mit den Restriktasen EcoRI und Sall. M)
Marker, 1) LbADH-Fragment (797 bp). Es wurden 5 pl des Restriktionsverdaus auf das 1 %ige Agarosegel
aufgetragen.

Da sich wahrend der Klonierungsarbeiten aber herausstellte, dass der verwendete E.coli-
Biokatalysator nicht in der Lage ist Abietinsdure und die pentacyclischen Triterpene KBA und
GA in die gewiinschten Produkte zu konvertieren, wurde auf Expressionsexperimente mit
dem Plasmid pBarTripel verzichtet. Allerdings konnte in Kooperation mit Frau Dr. Daniela
Zehentgruber (Institut fur Biotechnologie 2, Forschungszentrum lJilich) gezeigt werden, dass
durch eine Koexpression der Alkoholdehydrogenase LbADH zusitzlich zur Uberexpression
von CYP106A2 und der heterologen Redoxkette (AdR, Adxsi0s) ein deutlich hoéherer
Substratumsatz der Steroide Progesteron und Testosteron in E.coli erreicht werden kann
(Zehentgruber et al. 2010). Die Produktivitit des CYP106A2-abhangigen
Progesteronumsatzes konnte mit Hilfe dieses neuen Systems um das 12-fache im Vergleich
zu dem von Hannemann et al. entwickelten System gesteigert werden (Hannemann et al.

2006; Zehentgruber et al. 2010).
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3.3 Substratumsatz in Bacillus megaterium ATCC 13368

Da Abietinsdure, GA und KBA durch den verwendeten E. coli Biokatalysator nicht umgesetzt
werden konnten, wurde das grampositive Bakterium Bacillus megaterium ATCC 13368 fir
weitere in vivo Umsatzversuche ausgewahlt. Mit ihm wurde untersucht, ob ein erfolgreicher
Umsatz der Sauren mit grampositiven Bakterien, denen die &ulere Zellmembran
gramnegativer Bakterien fehlt, moglich ist. Der Bacillus megaterium Stamm ATCC 13368
beinhaltet das endogene CYP106A2 sowie seine homologen Redoxpartner, die
Megaredoxinreduktase und das Megaredoxin, und wurde bereits erfolgreich fir den
CYP106A2 abhéangigen in vivo Umsatz von Steroiden verwendet (Berg et al. 1976;
Rauschenbach et al. 1993). Bei den Umsatzversuchen diente ein knockout Stamm von
Bacillus megaterium ATCC 13368, der nicht mehr in der Lage ist, CYP106A2 zu synthetisieren
(Rauschenbach et al. 1993) als Negativkontrolle. Im Fall erfolgreicher Produktbildung sollte
der Ganzzellkatalysator desweiteren zur Herstellung ausreichender Mengen der

Reaktionsprodukte fir NMR-spektroskopische Analysen verwendet werden.

3.3.1 Umsatz von 170-Methyltestosteron

Erste Umsatzversuche wurden mit dem Steroid 17a-Methyltestosteron durchgefiihrt. Nach
einer 24 h Inkubationsperiode der Bacillus Zellen in Gegenwart von 17a-Methyltestosteron
zeigte sich im HPLC Chromatogramm (Abb. 3.22), dass das Substrat vollstandig zum Produkt
P1 konvertiert worden war. Mit dem knock out Stamm konnte keinerlei Umsatz von 17a-
Methyltestosteron beobachtet werden (Abb. 3.22), somit wurde die Reaktion im
Ganzzellsystem eindeutig durch CYP106A2 katalysiert. Das Produkt P1 eluierte mit einer
Retentionszeit tg = 2.02 + 0.05 min von der Saule und das Substrat besald eine Retentionszeit
von 10.43 £ 0.05 min. Somit konnte mit dem Ganzzellsystem das gleiche Produktprofil wie

durch die in vitro Reaktion erhalten werden (vgl. Abb. 3.8).
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Abb. 3.22 HPLC-Chromatogramm von 17a-Methyltestosteron (500 uM) nach der Interaktion mit Bacillus
megaterium ATCC 13368 Zellen (schwarz) und dem knockout Stamm (grau). Die Reaktionen wurden in 50 ml
Komplexmedium bei 30°C fiir 24 h durchgefihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und
die organische Phase anschliefend bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit
ACN/H,0 (40/60). Die Metaboliten wurden bei 240 nm detektiert. Als Negativkontrolle (NK) (grau) diente ein
knockout Stamm von B. megaterium ATCC 13368, der der nicht mehr in der Lage ist, CYP106A2 zu
synthetisieren.

Ein Ganzzellumsatz von 500 uM 17c-Methyltestosteron im grofleren Mafstab (1000 ml
Kultur) lieferte nach Chloroform-Extraktion und anschlielender Reinigung des Riickstands
Uber Kieselgel (Hexan/Ethylacetat 1/5) das Produkt P1 (Rf = 0.24) in einer Ausbeute von 82
mg (51 %), welches mit Hilfe der NMR-Spektroskopie eindeutig als 15p-Hydroxy-17a.-

Methyltestosteron identifiziert werden konnte (Abb. 3.23).
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Abb. 3.23 Atomnummerierung von 15B-Hydroxy-17a-Methytestosteron.
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15]3-Hydroxy-17a-MethyItestosteron:1H NMR (CDCls, 500 MHz): 0=5.75 (s, 1 H; H-4), 4.21
(ddd, J=8, 6, 2.5 Hz, 1 H; H-150), 2.49 (dddd, J=14.5, 14.5, 5.5,2 Hz, 1 H; H-6[3), 2.46 (m, 1 H;
H-2a), 2.38 (dddd, J=17, 4.5, 3, 1, 1 H; H-2), 2.35 (dd, J=15, 7.5, 1 H; H-16a), 2.31 (dd,
J=14.5, 4, 2.5, 1 H; H-6a), 2.12 (dddd, J=12.5, 5.5, 3.5, 2.5, 1 H; H-7pB), 2.06 (ddd, J=13.5, 5, 3,
1 H; H-1a), 2.03 (m, 1 H; H-8), 1.95 (ddd, J=15, 2.5, 1, 1 H; H-16p), 1.72 (ddd, J=13.5, 13.5, 5,
1 H, H-1B), 1.64 (m, 1 H; H-11a), 1.53 (ddd, J=13, 4, 3, 1 H; H-12[3), 1.49 (dddd, J=13, 13, 13,
4,1 H; H-11p), 1.29 (ddd, J=13, 13, 5, 1 H; H-12a), 1.25 (s, 3 H; H-19), 1.19 (s, 3 H; Me-17a),
1.16 (s, 3 H; H-18), 1.13 (dd, J=11, 6, 1 H; H-14), 1.11 (m, 1 H; H-7a), 0.99 ppm (m, 1 H; H-9).
13C NMR (CDCls, 125 MHz): 8=199.54 (C-3), 171.06 (C-5), 123.95 (C-4), 81.25 (C-17), 69.02 (C-
15), 54.67 (C-14), 54.21 (C-9), 51.87 (C-16), 44.77 (C-13), 38.79 (C-10), 35.82 (C-1), 33.98 (C-
2), 32.83 (C-12), 32.75 (C-6), 32.11 (C-8), 31.35 (C-7), 25.30 (Me-C17), 20.55 (C-11), 17.35 (C-
19), 16.55 ppm (C-18).

3.3.2 Umsatz von Abietinsaure

Abietinsaure, die mit Hilfe des E. coli Ganzellsystems nicht umgesetzt werden konnte, zeigte
nach Interaktion mit Bacillus megaterium ATCC 13368 die Bildung von zwei Produkten (P1,
P2) (Abb. 3.24). Diese retardierten nach tg = 3.31 + 0.05 min (P1) und tg = 5.89 + 0.05 min
(P2) von der Saule und das Substrat besals eine Retentionszeit tg von 26.91 + 0.05 min. Somit
wurde das gleiche Produktmuster wie in der in vitro Reaktion erhalten (vgl. Abb. 3.12).
Allerdings wurde das Produkt P1 in vivo in einer gréBeren Menge als in der in vitro Reaktion
(P1:P2 = 1:2) gebildet. Die in vivo Reaktion resultierte in einem 2:1 Gemisch von P1 und P2
(Bleif et al. 2011a). Das HPLC Elutionsprofil zeigte weitere Peaks mit kleineren
Retentionszeiten tg = 0.89-1.88 £ 0.05 min als die von P1 (Abb. 3.24). Diese Peaks waren
ebenfalls nach Extraktion des Komplexmediums ohne Zugabe der Sdure prasent (Daten nicht

gezeigt) und konnten somit eindeutig Bestandteilen des Mediums zugeordnet werden.
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Abb. 3.24 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von Abietinsdure (200 uM) mit Bacillus megaterium
ATCC 13368 (schwarz) und dem knockout Stamm (grau). Die Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei
30°C fur 48 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und die organische Phase
anschlieRend bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (0.1 % TFA)
(75/25). Die Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Als Negativkontrolle (NK) (grau) diente ein knockout
Stamm von B. megaterium ATCC 13368, der der nicht mehr in der Lage ist, CYP106A2 zu synthetisieren.

Ein ,large-scale” Umsatz (1000 ml Kultur) von 200 uM Abietinsdure lieferte nach
Chloroform-Extraktion und Reinigung des Riickstands liber Kieselgel (Hexan/Ethylacetat 7/3)
die Produkte P1 (Rf=0.28) und P2 (Rf = 0.12) in einer Ausbeute von 17.2 mg (45 %) bzw. 14.2
mg (56 %). Beide Produkte konnten mittels NMR-Spektroskopie zweifelsfrei als 12a- (P2)

und 12f3- (P1) Hydroxyabietinsdure identifiziert werden (Abb. 3.25 und Abb. 3.26).
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Abb. 3.25 Atomnummerierung von 12o-Hydroxyabietinsaure.
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120.-Hydroxyabietinsiure: *H NMR (CDCl3, 500 MHz): 8=0.83 (s, 3 H; H-20), 1.08 (d, J=7 Hz, 3
H; H-16), 1.11 (d, J=7 Hz, 3 H; H-17), 1.21 (m, 1 H; H-1a), 1.27 (s, 3 H; H-19), 1.34 (dd, J=13, 3
Hz, 1 H; H-11B), 1.62 (m, 2 H; H-2a. und H-23), 1.69 (m, 1 H; H-3(3), 1.83 (m, 1 H; H-3a), 1.86
(m, 1 H; H-1B), 1.89 (ddd, J=13, 3, 3 Hz; 1 H; H-11a), 1.95 (m, 1 H; H-6a), 2.12 (m, 1 H; H-63),
2.17 (dd, J=12, 3.5 Hz, 1 H, H-5a), 2.33 (ddd, J=13.5, 3, 3 Hz, 1 H; H-9a), 2.43 (sep, J=7 Hz, 1
H, H-15), 4.29 (dd, J=3, 3 Hz, 1 H; H-12f), 5.54 (ddd; J=5, 2.5, 2.5 Hz, 1 H; H-7), 5.85 ppm (s, 1
H; H-14).

3C NMR (CDCls, 125 MHz): 8=14.38 (C-20), 16.67 (C-19), 17.98 (C-2), 21.72 (C-17), 22.33 (C-
16), 25.83 (C-6), 30.55 (C-11), 32.57 (C-15), 34.00 (C-10), 37.20 (C-3), 37.97 (C-1), 43.53 (C-9),
4491 (C-5), 46.21 (C-4), 66.43 (C-12), 124.31 (C-7), 125.72 (C-14), 134.36 (C-8), 143.94 (C-
13), 183.60 ppm (C-18).

12a-Hydroxyabietinsdaure war bereits als Oxidationsprodukt der Levopimarsaure bekannt
(Herz et al. 1965). Die oben aufgeflihrten NMR-Daten stimmten sehr gut mit den

Literaturdaten Uberein (Herz et al. 1965; Krohn et al. 1992).
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Abb. 3.26 Atomnummerierung von 12p-Hydroxyabietinsaure.

12p3-Hydroxyabietinsdure: 'H NMR (CDCl3, 500 MHz): 6=0.85 (s, 3 H; H-20), 1.06 (d, /=7 Hz, 3
H; H-16), 1.08 (d, J=7 Hz, 3 H; H-17), 1.15 (m, 1 H; H-1a), 1.27 (s, 3 H; H-19), 1.27 (m, 1 H; H-
11B), 1.60 (m, 2 H; H-2a und H-2B), 1.69 (m, 1 H; H-3p), 1.79 (m, 1 H; H-3a), 1.89 (m, 1 H; H-
1), 1.90 (m, 1 H; H-6a.), 2.02 (m, 1 H; H-5a), 2.05 (m, 1 H; H-9a), 2.06 (m, 1 H; H-63), 2.13
(ddd, J=12, 4.5, 3.5 Hz, 1 H; H-11a), 2.72 (sep, J=7 Hz, 1 H; H-15), 4.44 (dd, J=10, 4.5 Hz, 1 H,
H-120), 5.50 (ddd; J=5, 2.5, 2.5 Hz, 1 H; H-7), 5.79 ppm (s, 1 H; H-4).

13C NMR (CDCl3, 125 MHz): §=14.10 (C-20), 16.71 (C-19), 17.98 (C-2), 20.66 (C-17), 22.71 (C-
16), 25.62 (C-6), 28.03 (C-15), 33.20 (C-11), 34.41(C-10), 37.17 (C-3), 38.15 (C-1), 44.22 (C-5),
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46.16 (C-4), 48.45 (C-9), 69.52 (C-12), 122.29 (C-7), 123.52 (C-14), 134.79 (C-8), 147.23 (C-
13), 184.19 ppm (C-18).

Die Synthese und NMR-Analyse von 123-Hydroxyabietinsaure wurde bisher noch nicht in der
Literatur beschrieben, so dass hier zum ersten Mal eine Synthese dieser Verbindung

erfolgreich dargestellt werden konnte.

3.3.3 Umsatz von 11-Keto-3-boswelliasdure

Im nachsten Schritt wurden Umsatzversuche mit der pentacyclischen Triterpensaure KBA
durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die grampositiven Bakterien fahig sind, dieses Substrat
ebenfalls in die Produkte zu konvertieren, die in der CYP106A2 abhangigen in vitro Reaktion
erhalten wurden. Die 11-Keto-f-boswelliasdure wurde von Bacillus megaterium ATCC 13368
zu vier Produkten umgesetzt (Abb. 3.27), was demnach identisch mit dem Produktmuster
der in vitro Reaktion ist (vgl. Abb. 3.6) (Bleif et al. 2011b). Die erhaltenen Produkte zeigten
Retentionszeiten von tg = 2.35 + 0.05 min (P1), tg = 3.60 + 0.05 min (P2), tg = 5.20 + 0.05 min
(P3) und tg = 6.83 + 0.05 min (P4). Das Substrat KBA besal eine Retentionszeit tg von 17.29 +
0.05 min.

35 4

B. megaterium ATCC 13368
NK

30

25

KBA

20
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Retentionszeit [min]

Abb. 3.27 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von KBA (100 uM) mit Bacillus megaterium ATCC 13368
(schwarz) und dem knockout Stamm (grau). Die Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 24 h
durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschliefend
bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (0.1 % TFA) (75/25). Die
Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Als Negativkontrolle (NK) (grau) diente ein knockout Stamm von B.
megaterium ATCC 13368, der der nicht mehr in der Lage ist, CYP106A2 zu synthetisieren.
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Betrachtet man die relative Produktbildung anhand der prozentualen Verteilung der
Peakflachen, so fallt auf, dass das Hauptprodukt P2 zu 75.0 % gebildet wurde, wohingegen
die Nebenprodukte P1, P3 und P4 zu 10.0 %, 11.0 % und 4.0 % vorlagen. Das HPLC
Elutionsprofil zeigte weitere Peaks mit Retentionszeiten von tg = 0.87-1.94 + 0.05 min (Abb.
3.27). Diese Peaks waren ebenfalls nach Extraktion des Komplexmediums ohne Zugabe von
KBA vorhanden (Daten nicht gezeigt) und konnten somit Bestandteilen des Mediums
zugeordnet werden.

Der Umsatz von 100 uM KBA in 1000 ml Komplexmedium mit anschlieBender Extraktion und
Reinigung des Reaktionsrickstandes Uber Kieselgel (Hexan/Diethylether (1 % HAc) 1/3),
flhrte zur Bildung von 21.8 mg (60 %) des Hauptproduktes P2 (R; = 0.25), welches durch
NMR Spektroskopie als 15a-Hydroxy-KBA identifiziert wurde (Abb. 3.28) (Bleif et al. 2011b).
Die Menge der Nebenprodukte (P1, P3 und P4) war leider zu gering, um ihre Struktur mittels

NMR-Spektroskopie zu bestimmen.
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Abb. 3.28 Atomnummerierung von 15a-Hydroxy-KBA.

150.-Hydroxy-KBA: "H NMR (CD;0D, 500 MHz): 6=5.55 (s, 1 H; H-12), 4.24 (dd, J=11.5, 6 Hz, 1
H; H-15B), 3.96 (dd, J=3, 3 Hz, 1 H; H-3), 2.53 (s, 1 H; H-9), 2.37 (ddd, J=13, 4.5, 3 Hz, 1 H; H-
1B), 2.24 (dddd, J=14.5, 14.5, 4.5, 3 Hz, 1 H; H-2B), 2.11 (dd, J=13, 11.5 Hz, 1 H; H-16B), 1.89
(m, 2 H; H-6B, H-7a), 1.79 (dd, J=10.5, 3.5 Hz, 1 H, H-7B), 1.72 (m, 1 H; H-6a), 1.56 (dd, J=11,
2 Hz, 1 H; H-18), 1.51 (m, 1 H; H-2201), 1.49 (m, 1 H; H-2a), 1.48 (m, 1 H; H-5), 1.46 (m, 1 H; H-
21B), 1.36 (m, 4 H; H-1a, H-27), 1.34 (m, 1 H; H-210a), 1.33 (m, 1 H; H-22B), 1.26 (m, 1 H; H-
16a), 1.25 (s, 3 H; H-23), 1.23 (s, 3 H; H-26), 1.13 (s, 3 H; H-25), 0.97 (m, 5 H; H-19, H-20, H-
30), 0.87 (s, 3 H; H-28), 0.85 ppm (d, J=6.5 Hz, 3 H; H-29).

3C NMR (CD;0D, 125 MHz): 6=201.97 (C-11), 181.01 (C-24), 167. 72 (C-13), 131.68 (C-12),
71.41 (C-3), 68.52 (C-15), 61.80 (C-9), 60.88 (C-18), 50.79 (C-14), 49.49 (C-5), 48.33 (C-4),
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47.69 (C-8), 41.70 (C-22), 40.40 (C-20), 40.25 (C-19), 39.35 (C-16), 38.82 (C-10), 37.08 (C-
7),35.15 (C-1), 35.07 (C-17), 31.84 (C-21), 30.01 (C-28), 27.06 (C-2), 25.01 (C-23), 21.41 (C-
30), 20.34 (C-6), 19.37 (C-26), 17.78 (C-29), 15.16 (C-27), 14.09 ppm (C-25).

Interessanterweise finden sich in der Literatur weder Vorschriften zur Synthese dieser
Verbindung noch konnten publizierte NMR-Daten zu ihrer Struktur gefunden werden,
weshalb davon ausgegangen werden kann, dass im Zuge dieser Arbeit erstmalig eine

Synthese dieser Verbindung beschrieben wurde.

3.3.4 Umsatz von 18B-Glycyrrhetinsdure

18B-Glycyrrhetinsdaure konnte durch den Bacillus-Ganzzellkatalysator ebenfalls zu den
Produkten umgesetzt werden, die in der in vitro Reaktion mit CYP106A2 erhalten wurden
(vgl. Abb. 3.10). Das HPLC Chromatogramm zeigte die Bildung von zwei Produkten (Abb.
3.29) mit Retentionszeiten von tg = 2.71 + 0.05 min (P1) und tg = 7.25 + 0.05 min (P2). Die
Sdure eluierte nach tg = 12.75 + 0.05 min von der Sdule. Das Produkt P1 entstand hierbei zu
59.0 % und das Produkt P2 zu 41.0 %. Die Peaks tg = 0.87-2.15 + 0.05 min, die vor der
Verbindung P1 eluierten, konnten wie im Fall von KBA und Abietinsaure Ingredienzien des

Mediums zugeordnet werden.
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Abb. 3.29 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von GA (100 uM) mit Bacillus megaterium ATCC 13368
(schwarz) und dem knockout Stamm (grau). Die Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 24 h
durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschlieRend
bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (0.1 % TFA) (75/25). Die
Metaboliten wurden bei 254 nm detektiert. Als Negativkontrolle (NK) (grau) diente ein knockout Stamm von B.
megaterium ATCC 13368, der der nicht mehr in der Lage ist, CYP106A2 zu synthetisieren.

Ein Umsatz von 100 uM Glycyrrhetinsdure in einem Kulturvolumen von 1000 ml mit
anschlieRender Chloroform-Extraktion und Reinigung des Rickstands Uber Kieselgel
(Hexan/Ethylacetat (1% HAc) 4/6) fihrte zu 17.1 mg (60 %) des Produktes P1 (R = 0.53). Die
Ausbeute des Nebenproduktes P2 war leider flr anschlieBende NMR-Analysen nicht
ausreichend. Das Hauptprodukt P1 konnte durch NMR-Spektroskopie als 7B-Hydroxy-GA

identifiziert werden.
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Abb. 3.30 Atomnummerierung von 73-Hydroxy-GA.
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7B-Hydroxy-GA: ‘H NMR (CD;0D, 500 MHz): 8=5.72 (s, 1 H; H-12), 4.04 (dd, J=11, 5 Hz, 1 H;
H-7a), 3.21 (dd, J=11, 5.5 Hz, 1 H; H-3a), 2.76 (dt, J=13.5, 3.5, 3.5 Hz; 1 H; H-1P), 2.27 (s, 1 H;
H-9), 2.17 (dd, J=13.5, 4.5 Hz, 1 H; H-18), 2.11 (ddd, J=14, 14, 4 Hz, 1 H; H-15p), 2.00 (ddd,
J=14, 14, 4 Hz, 1 H; H-16), 1.97 (m, 1 H; H-21), 1.90 (m, 1 H; H-19B), 1.72 (dd, J=12.5, 4.5 Hz,
1 H; H-6), 1.63 (m, 1 H; H-20), 1.61 (dd, J=13.5, 13.5 Hz, 1 H; H-190), 1.60 (m, 1 H; H-2p),
1.51 (m, 1 H; H-6B), 1.48 (m, 1 H; H-15a), 1.41 (s, 3 H; H-27), 1.39 (m, 1 H; H-22), 1.36 (m, 1
H; H-22), 1.34 (m, 1 H; H-21), 1.19 (s, 3 H; H-29), 1.12 (s, 6 H; H-25 und H-26), 1.02 (m, 1 H;
H-168), 0.99 (s, 3 H; H-23), 0.89 (ddd, J=13.5, 13.5, 5 Hz, 1 H; H-1a), 0.81 (s, 3 H; H-28), 0.78
(s, 3 H; H-24), 0.74 ppm (d, J=12.5 Hz, 1 H; H-5).

13C NMR (CD;OD, 125 MHz): $=199.43 (C-11), 181.16 (C-30), 169.32 (C-13), 128.56 (C-12);
78.57 (C-3), 72.53 (C-7), 61.93 (C-9), 51.64 (C-5), 50.44 (C-8), 48.84 (C-18), 44.52 (C-14),
43.80 (C-20), 41.05 (C-19), 38.83 (C-4), 38.76 (C-1), 37.59 (C-22), 37.08 (C-10), 31.76 (C-17),
30.88 (C-21), 30.04 (C-15), 28.83 (C-6), 28.44 (C-28), 28.39 (C-29), 28.02 (C-2), 26.62 (C-16),
23.63 (C-27), 15.92 (C-25), 15.55 (C-24), 12.22 ppm (C-26).

Die Synthese von 7B-Hydroxy-GA wurde bereits durch den Umsatz von 18-
Glycyrrhetinsdaure mit dem Pilz Cunninghamella blakesleeana beschrieben (Qin et al. 2010).
Die oben aufgefiihrten NMR-Daten stimmten sehr gut mit den Literaturdaten tberein (Qin et

al. 2010).

3.4 Entwicklung eines rekombinanten P450 Expressionssystems fiir B.

megaterium

Bacillus megaterium ATCC 13368 konnte zwar erfolgreich als Ganzzellkatalysator zur
Hydroxylierung von Methyltestosteron und der Terpensauren eingesetzt werden, allerdings
erfolgt die Expression von CYP106A2 in diesem System erst in der stationdren
Wachstumsphase der Zellen und ist nicht induzierbar (Berg und Rafter 1981). Um die daraus
resultierende, geringe P450-Expression zu steigern und um eine Verbesserung des
existierenden Systems hinsichtlich hoherer Umsatzraten zu erzielen, sollte CYP106A2
zusammen mit seinen heterologen Redoxpartnern Adx und AdR in Bacillus megaterium

Uberexprimiert werden.
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3.4.1 Klonierung

Fiir die heterologe Proteinexpression wurde ein Xylose induzierbarer Bacillus megaterium
Shuttle-Vektor ausgewahlt, der bereits erfolgreich zur Expression anderer Proteine in
Bacillus megaterium eingesetzt worden war (Biedendieck et al. 2007b; Stammen et al. 2010).
Die Expression des P450 Systems sollte hierbei tricistronisch erfolgen. Als Ausgangsplasmid
fir die Vektorkonstruktion diente der Shuttle-Vektor pKMBm4 (Stammen et al. 2010).
Allerdings war die darin enthaltene Multiple cloning site (MCS) fir die beabsichtigte
Klonierungsstrategie nicht geeignet und musste ausgetauscht werden. Zu diesem Zweck,
musste die Pacl Schnittstelle im Startplasmid pKMBm4 zunachst deletiert werden, um sie als
Restriktionsschnittstelle in der neuen MCS verwenden zu kdnnen. Dies erfolgte mittels
QuickChange® Mutagenese und resultierte in dem Plasmid pSMF2. Die neue MCS,
bestehend aus sieben Restriktionsschnittstellen, wurde durch Insertion eines 81 bp
Oligonukleotidpaares in die Schnittstellen Nhel und Sphl des Plasmids pSMF2 erhalten, was
zum Plasmid pSMF2.1 fuhrte. Flir die weitere Konstruktion des gewiinschten
Expressionsplasmids wurden die einzelnen Zielgene zunachst mit Hilfe des Programms JCat
(Grote et al. 2005) auf ihren Codon Adaptation Index (CAl) hin untersucht. Aufgrund der
Degeneration des genetischen Codes stehen fiir die Kodierung einer Aminosaure meistens
mehrere verschiedene Kodons zur Verfligung. GC-reiche Organismen bevorzugen daher z.B.
eher die Verwendung GC-haltiger Kodons anstelle von AT-haltigen. Aufgrund dieser nicht
zufalligen Kodon-Wahl existieren fiir jeden Organismus somit optimale und nicht-optimale
Kodons (Grote et al. 2005). Kodons, die im Zielgen enthalten sind, aber selten vom
Expressionswirt verwendet werden, kénnen daher zu schlecht translatierten mRNAs, einer
Verminderung der Stabilitdit der mRNA und sogar zu einem frihzeitigen Abbruch der
Translation fihren (Grote et al. 2005). Der Parameter CAl beschreibt, wie gut die Kodons des
Zielgens mit der Kodon-Praferenz des Expressionswirts Gbereinstimmen. Ein CAl von eins
steht hierbei fir eine optimale Kodonverwendung. Der durchschnittliche CAl aller 4.814
offenen Leserahmen von Bacillus megaterium betragt 0.35 (Yang et al. 2007), somit sollten
alle Gene, die einen kleineren CAI-Wert besitzen, optimiert werden, um eine optimale
Expression zu gewahrleisten. Die im AdR-Gen verwendeten Kodons unterscheiden sich mit
einem CAl-Wert von 0.12 offenkundig stark von der Kodonvorliebe des Bakteriums und

mussten deshalb verbessert werden. Die Sequenz wurde optimiert (CAl von 0.96) und durch
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Geneart (Regensburg, Germany) synthetisiert. Die Gene von CYP106A2 und Adx erreichten
CAl-Werte von 0.33 und 0.35 und bendtigten dementsprechend keine weitere Optimierung.
Das fur CYP106A2 kodierende Gen wurde zundchst in das Plasmid pSMF2.1 ligiert, was zur
Bildung des Plasmids pSMF2.1C fiihrte. Die cDNAs von AdR und Adx wurden schlieBlich im
Plasmid pSMF2.1C hinter das P450 kloniert, wobei die Reduktase vor das Ferredoxin ligiert
wurde, was zur Bildung des Plasmids pSMF2.1CAA (Abb. 3.31) fiihrte (Bleif et al. 2011b).

xyIR

PxylA
Spel (572)
CYP106A2

oriv

RepUB.cereus Mlu | (1832)

Kpn ! (1842)

I pSMF2.1CAA

9525 bp AR

/

Tet. B.cereus Sac | (3259)

Bsr Gl (3261)
Adx
Sphl (3621)
Amp. Ecoli Not| (3624)

ori Ecoli

Abb. 3.31 Koexpressionsplasmid zur rekombinanten Proteinproduktion in Bacillus megaterium. Der 9.525 bp
groRe Vektor pSMF2.1CAA beinhaltet die cDNAs von CYP106A2, AdR und Adx. Elemente fiir die rekombinante,
induzierbare Genexpression in B. megaterium sind der durch Xylose induzierbare Promotor (PxylA) und das fir
den Xyloserepressor kodierende Gen (xy/R). Elemente fir die Plasmidreplikation in Bacillus sind der
Replikationsursprung oriU, RepU, und das Tetracyclinresistenzgen. Elemente fir die Plasmidreplikation in E.coli
sind der Replikationsursprung (ori E.coli) und das Ampizillinresistenzgen.

3.4.2 Koexpression von CYP106A2, AdR und Adx in Bacillus megaterium

3.4.2.1 Expression in Bacillus megaterium ATCC 13368

Nach Protoplastentransformation des Bacillus megaterium Stammes ATCC 13368 mit dem in
3.4.1 beschriebenen Plasmid pSMF2.1CAA wurden die Zellen zunachst bei 30°C in
Komplexmedium angezogen. Die Proteinexpression wurde bei einer ODs78 nm von 0.4 durch
die Zugabe von 0.5 % (x/v) Xylose gestartet. Nach einer 24 h Expressionsperiode wurde die
Proteinbildung mittels SDS-PAGE und Western-Blot Analyse Uberpriift. Leider konnte mit

diesen Analysemethoden keinerlei Uberexpression der gewiinschten Proteine nachgewiesen
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werden (Daten nicht gezeigt). Um dieses Ergebnis genauer zu verifizieren, wurde ein
Aktivitatstest mit transformierten und anschlieBend induzierten Zellen durchgefiihrt. Als
Kontrolle dienten hierbei Zellen, die das Plasmid pSMF2.1CAA trugen, jedoch nicht induziert
wurden, sowie der knockout Stamm von Bacillus megaterium ATCC 13368. Zum
Aktivitatsvergleich wurde der nicht transformierte Bacillus megaterium Stamm ATCC 13368
verwendet. Nach Induktion der Expression wurde den Zellen nach 24 h das Substrat KBA in
einer Konzentration von 100 upM zugesetzt. Der Substratumsatz wurde nach
unterschiedlichen Zeitpunkten mittels HPLC analysiert. Allerdings konnte selbst nach einer
Inkubationszeit von 5 d kein Umsatz von KBA detektiert werden (Abb. 3.32).
Interessanterweise zeigten die Zellen, die das Plasmid pSMF2.1CAA trugen, aber nicht
induziert worden waren, ebenfalls keinen Umsatz des Substrates. Somit war der
transformierte Bacillus Stamm nicht einmal mehr in der Lage, den natiirlichen Umsatz (vgl.

3.3.3) zu vollfiihren (Abb. 3.32).

B. megaterium ATCC 13368 knockout
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Abb. 3.32 HPLC-Chromatogramm von KBA nach der Interaktion mit dem knockout Stamm von B. megaterium
ATCC 13368 (schwarz); B. megaterium ATCC 13368 (rot); B. megaterium ATCC 13368 Zellen transformiert mit
pSMF2.1CAA mit Induktion (griin) und B. megaterium ATCC 13368 Zellen transformiert mit pSMF2.1CAA ohne
Induktion (blau). Die Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 5 d durchgefiihrt. Die
Ganzzellumsatze wurden mit Chloroform extrahiert und die organische Phase anschlieBRend bis zur Trockne
eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (0.1 % TFA) (85/15). Die Metaboliten
wurden bei 254 nm detektiert.
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Eine mogliche Erklarung fir dieses Phanomen kdnnte darin begriindet liegen, dass die
meisten Bacillus megaterium Stamme bereits mehr als vier Plasmide beinhalten (Vary et al.
2007). Der am besten studierte Stamm QM B1551 tragt z.B 11 % seiner zelluldren DNA auf
sieben Plasmiden, was die Moglichkeit des Bakteriums, zuséatzliche extra-chromosamale DNA
Elemente stabil zu halten, stark einschrankt (Gamer et al. 2009). Eine andere Begriindung fir
die Unfahigkeit des Bacillus Stammes zur Produktbildung kénnte auch darin liegen, dass das
verwendete Plasmid mit den bereits vorhandenen zelleigenen Plasmiden nicht kompatibel

ist.

3.4.2.2 Expression in Bacillus megaterium MS941

Da der Bacillus megaterium Stamm ATCC 13368 fiir eine Uberexpression des P450 Systems
nicht geeignet war, wurde der Bacillus megaterium Stamm MS941 fir weitere
Expressionsexperimente ausgewahlt. Das Genom dieses plasmidfreien Bacillusstammes ist
vollstandig sequenziert und er wurde bereits erfolgreich zur Expression heterologer Proteine
eingesetzt (Stammen et al. 2010). Laut Genomanalyse enthdlt dieser Stamm drei
Cytochrome P450 (CYP106A1 und zwei weitere Cytochrome, die bisher noch keiner Familie
zugeordnet wurden). Allerdings ist in ihm kein endogenes CYP106A2 enthalten und eine
Inkubation von MS941 Zellen mit den einzelnen Substraten zeigte nach HPLC Analyse keine
Kreuzreaktion (Daten nicht gezeigt). Der Bacillus Stamm MS941 ist eine Mutante des
Stammes DSM319, in dem die neutrale Protease nprM deletiert wurde (Wittchen und
Meinhardt 1995), auRerdem ist er im Gegensatz zu Bacillus megaterium ATCC 13368 nicht
zur Sporulation fahig. Diese Eigenschaften machen ihn zu einem optimalen Wirt fir die
Expression heterologer Proteine.

Nach Transformation der Bacillusprotoplasten mit den in 3.4.1 beschriebenen Plasmiden
unter Verwendung einer Polyethylenglykol abhangigen Methode und anschlieRender
Induktion der Expression bei einer ODs7g nm von 0.4 mit 0.5 % (x/v) Xylose wurde die
Proteinproduktion nach 24 h mittels SDS-PAGE (iberprift. Dabei konnte sowohl eine
erfolgreiche Uberexpression von CYP106A2 als auch von AdR nachgewiesen werden (Abb.

3.33) (Bleif et al. 2011b).
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Abb. 3.33 SDS-Gel der rekombinanten Proteinproduktion in B. megaterium MS941. B. megaterium MS941
transformiert mit 1) pSMF2.1 (Negativkontrolle); 2) pSMF2.1C; 3) pSMF2.1CAA wurden bei 30°C in
Komplexmedium kultiviert. Die Expression der Proteine wurde bei einer ODs75 ., Von 0.4 durch die Zugabe von
0.5 % Xylose (w/v) induziert. Die Probenahme erfolgte 24 h nach Induktion der Genexpression. Zellfreie
Extrakte, hergestellt aus ca. 10° Zellen wurden mittels 15 %iger SDS-PAGE analysiert. Die Visualisierung der
Proteine erfolgte durch Farbung mit Coomassie Blau. M) Marker. Die schwarzen Boxen zeigen die
Uberexprimierten Zielgene 2) CYP106A2 (~ 47.5 kDa) sowie 3) CYP106A2 und AdR (~ 51.5 kDa).

Rekombinantes Adxs.i10s (M, ~ 12 kDa) konnte via SDS-PAGE leider nicht nachgewiesen
werden, da es nahezu die gleiche Grofle wie Lysozym (M, ~ 14.4 kDa) besitzt (vgl. Abb. 3.33),
welches zur Zelllyse verwendet wurde.

Um trotzdem nachzuweisen, dass Adx zusammen mit CYP106A2 und AdR koexprimiert wird,
wurden Western-Blot Analysen durchgefiihrt. Die Immunfarbung unter Verwendung
primarer Antikorper gegen Adx, AdR und CYP106A2 zeigte, dass alle drei Proteine bei der
gleichen GroRe detektiert werden konnten wie die dazugehorigen gereinigten,
rekombinanten Proteine aus E. coli (Abb. 3.34), welche als Positivkontrolle eingesetzt
worden waren.

Somit konnte im Zuge dieser Arbeit erstmals ein rekombinantes Expressionssystem fir

Cytochrome P450 in Bacillus megaterium entwickelt werden (Bleif et al. 2011b).
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Abb. 3.34 Western-Blot Analyse, durchgefiihrt mit polyklonalen Antikorpern gegen A) Adxs.10s (~ 12 kDa); B)
AdR (~ 51.5 kDa) und C) CYP106A2 (~ 47.5 kDa). 1) Reprasentiert die Probe des jeweiligen gereinigten
rekombinanten Proteins aus E. coli (Positivkontrolle) 2) Lysat von B. megaterium, transformiert mit pSMF2.1,
24 h nach Induktion (Negativkontrolle). 3) Lysat von B. megaterium, transformiert mit pSMF2.1CAA, 24 h nach

Induktion, M) Marker.

3.4.3 CO-Differenzspektroskopie

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem in Bacillus megaterium MS941 (iberexprimierten
CYP106A2 um ordnungsgemal gefaltetes Cytochrom P450 mit integriertem Ham handelte,
wurde mit den entsprechenden B. megaterium Lysaten (nach 24 h und 48 h Expression) ein
CO-Differenzspektrum aufgenommen. Hierbei zeigten alle Proben ein Absorptionsmaximum
bei 450 nm und somit einen erfolgreichen Einbau der prosthetischen Hamgruppe (Abb.

3.35). Die Ausbeute an CYP106A2 pro L Kulturmedium ist Tab. 3.3 zu entnehmen.
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Abb. 3.35 CO-Differenzspektren von B. megaterium Lysaten (24 h Expression), die CYP106A2 (rot); CYP106A2
und AdR (blau) sowie CYP106A2, AdR und Adx (griin) enthielten. Die Negativkontrolle (NK) ist in schwarz
dargestellt.

Tab. 3.3 Ausbeute an CYP106A2 pro L Kulturmedium nach 24 h und 48 h Expression.

CYP106A2 CYP106A2
Exprimierte Proteine (nmol/L Kultur) (nmol/L Kultur)
Nach 24 h Expression Nach 48 h Expression
CYP106A2 (pSMF2.1C) 741 1120
CYP106A2_AdR (pSMF2.1CA) 452 623
CYP106A2_AdR_Adx (pSMF2.1CAA) 267 335

Anhand der CO-Differenzspektren (Abb. 3.35) und der daraus errechneten Menge an
CYP106A2 (Tab. 3.3) ist deutlich zu erkennen, dass sich der Cytochrom P450 Gehalt
verringerte, je mehr Proteine koexprimiert wurden. Interessanterweise verringerte sich die
P450 Ausbeute mit jedem zusatzlich exprimierten Enzym um etwa die Halfte, so dass nach
Koexpression von CYP106A2, AdR und Adx nur noch ca. 1/3 der P450 Menge im Vergleich zur
alleinigen Expression von CYP106A2 erhalten wurde. Die gleichen Expressionsverhaltnisse

konnten auch nach einer 48 h Expressionsperiode nachgewiesen werden (Tab. 3.3).
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3.4.4 Substratumsatz in Bacillus megaterium MS941

3.4.4.1 Umsatz von 11-Keto-p-boswelliasaure

Nachdem das P450 System erfolgreich in Bacillus megaterium MS941 exprimiert werden
konnte, wurde untersucht, ob die Proteine auch katalytisch aktiv sind. Hierflir wurden
Expressionskulturen von B. megaterium MS941, die entweder das Plasmid pSMF2.1CAA oder
das Plasmid pSMF2.1 (Negativkontrolle) trugen, mit Xylose induziert und nach einer 24 h
Expressionsperiode wurde zunachst das Substrat KBA (100 uM) zugesetzt. Um weiterhin zu
Uberprifen, ob B.  megaterium MS941  moglicherweise  ein  endogenes
Elektronentransfersystem besitzt, das in der Lage ist, Elektronen auf CYP106A2 zu
Ubertragen, wurden B. megaterium MS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1C enthielten,
verwendet. Nach einer 8 h Inkubationsperiode wurden die einzelnen Kulturen mit
Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. Anhand der erhaltenen HPLC-
Chromatogramme lasst sich erkennen, dass sowohl Zellen, die nur das P450 exprimierten
(Abb. 3.36 A), als auch Zellen, die CYP106A2 und seine heterologen Redoxpartner bildeten
(Abb. 3.36 B), in der Lage waren, das Substrat umzusetzen, wohingegen Zellen, die das

Plasmid pSMF2.1 trugen, keinen Umsatz zeigten (Abb. 3.36 A und B).

A B. megaterium MS941 (pSMF2.1C) B B. megaterium MS941 (pSMF2.1CAA)
NK NK
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Abb. 3.36 HPLC-Chromatogramm des in vivo-Umsatzes von KBA (100 uM) mit B. megaterium MS941. A) MS941
Zellen transformiert mit pSMF2.1C (schwarz) bzw. mit pSMF2.1 (Negativkontrolle (NK)) (grau). B) MS941 Zellen
transformiert mit pSMF2.1CAA (schwarz) bzw. pSMF2.1 (Negativkontrolle (NK)) (grau). Die Reaktionen wurden
in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 8 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsdtze wurden mit Chloroform
extrahiert und bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0 (0.1 % TFA)
(75/25). Die Verbindungen wurden bei 254 nm detektiert.

Somit scheint B. megaterium MS941 ein Elektronentransfersystem zu besitzen, welches
erfolgreich mit CYP106A2 interagieren kann. Sowohl nach Expression des P450 allein als

auch nach Koexpression von CYP106A2, Adx und AdR konnten die gleichen Produkte wie mit
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dem B. megaterium Stamm ATCC 13368 bzw. wie mit dem rekonstituierten in vitro System
erhalten werden (vgl. Abb. 3.6 und Abb. 3.27). Die Produkte eluierten mit Retentionszeiten
von tg = 2.27 + 0.05 min (P1), 3.44 + 0.05 min (15a-Hydroxy-KBA), 4.94 + 0.05 min (P3) und
6.53 + 0.05 min (P4). Die Saure besal} eine Retentionszeit von 17.26 + 0.05 min. Weiterhin
zeigte das Elutionsprofil Peaks mit kleineren Retentionszeiten tg = 0.76-2.07 £ 0.05 min als
die von P1. Diese Peaks waren ebenfalls nach Extraktion des Komplexmediums ohne Zugabe
der Sadure vorhanden (Daten nicht gezeigt) und wurden somit Bestandteilen des Mediums
zugeordnet. Uberraschenderweise zeigten die beiden B. megaterium Stimme
unterschiedliche Produktverteilungen. Die Zellen, die nur das Cytochrom exprimierten,
bildeten die einzelnen Produkte zu 4.54 % (P1), 85.23 % (150a-Hydroxy-KBA), 4.55 % (P3) und
5.68 % (P4), wohingegen Zellen, die CYP106A2, AdR und Adx koexprimierten, die Produkte
zu 12.34 % (P1), 83. 95 % (15a-Hydroxy-KBA), 0.62 % (P3) und 3.09 % (P4) bildeten. Da beide
Stamme das pentacyclische Triterpen innerhalb von 8 h vollstandig zu den gewinschten
Produkten konvertieren konnten, wurde im nachsten Schritt anhand eines zeitabhangigen
Umsatzes von 100 uM KBA (Abb. 3.37) untersucht, ob durch eine Koexpression der
heterologen Redoxpartner Adx und AdR eine zusatzliche Steigerung der
Umsatzgeschwindigkeit  erreicht  werden kann oder ob das  zelleigene

Elektronentransfersystem ausreichend ist, um die gleichen Umsatzraten zu liefern.
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Abb. 3.37 Zeitabhéngiger Umsatz von KBA (100 uM) durch B. megaterium MS941. A) Umsatz von KBA durch
MS941 Zellen, die CYP106A2 exprimierten. B) Umsatz von KBA durch MS941 Zellen, die CYP106A2, Adx und
AdR exprimierten. Die Reaktionen wurden bei 30°C in 50 ml Komplexmedium durchgefiihrt. 500 ul
Umsatzproben wurden jeweils nach 20 min entnommen, mit Chloroform extrahiert und mittels HPLC
analysiert. Die Standardabweichungen beziehen sich auf drei von einander unabhangig durchgefiihrte
Reaktionen.

Die in Abb. 3.37 A dargestellte Graphik zeigt, dass MS941 Zellen, die nur CYP106A2

exprimierten, 100 uM KBA innerhalb von 3 h vollstandig umsetzen konnten. Allerdings
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konnte durch eine zusatzliche Uberexpression der heterologen Redoxpartner von CYP106A2
die Reaktionszeit fur einen vollstandigen Umsatz von 100 uM KBA auf 100 min reduziert
werden (Abb. 3.37 B). Eine zusatzliche Koexpression von Adx und AdR fiihrte also zu einer
verminderten P450-Expression (vgl. 3.4.3), aber trotzdem zu schnelleren Umsatzraten. Dies
deutet daraufhin, dass in diesem Ganzzellsystem die Konzentration der Redoxpartner den
limitierenden Faktor darstellt.

Aufgrund der oben aufgefiihrten Ergebnisse wurde fiir alle weiteren in vivo Substratumsatze

der B. megaterium MS941 Stamm verwendet, der CYP106A2, AdR und Adx koexprimiert.

3.4.4.2 Umsatz von 18(3-Glycyrrhetinsdure

Dieser Stamm war ebenfalls in der Lage, 183-Glycyrrhetinsdure zu den gleichen Produkten zu
konvertieren, die bereits in der in vitro Reaktion und mit B. megaterium ATCC 13368

erhalten wurden (Abb. 3.38, vgl. Abb. 3.10 und Abb. 3.29).
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Abb. 3.38 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von GA (100 uM) mit Bacillus megaterium MS941
Zellen, transformiert mit pSMF2.1CAA (schwarz) bzw. mit pSMF2.1 (Negativkontrolle (NK)) (grau). Die
Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 8 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsdtze wurden mit
Chloroform extrahiert und bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0
(0.1 % TFA) (75/25). Die Verbindungen wurden bei 254 nm detektiert.

Das Hauptprodukt 7B3-Hydroxy-GA eluierte nach tg = 2.30 + 0.05 min und das Nebenprodukt

P2 nach tg = 7.48 + 0.05 min von der Saule. Das Substrat besaR eine Retentionszeit von 13.69
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+ 0.05 min. Das Hauptprodukt 73-Hydroxy-GA wurde zu 94.93 % und das Nebenprodukt zu
5.07 % gebildet.

3.4.4.3 Umsatz von Abietinsaure

Nach Interaktion von 100 uM Abietinsdaure mit dem Koexpressionsstamm von B. megaterium
MS941 konnte nach 8 h ein vollstandiger Umsatz des Diterpens mittels HPLC-Analyse

nachgewiesen werden (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von Abietinsdure (100 uM) mit Bacillus megaterium
MS941 Zellen, transformiert mit pSMF2.1CAA (schwarz) bzw. mit pSMF2.1 (Negativkontrolle (NK)) (grau). Die
Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fur 8 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze wurden mit
Chloroform extrahiert und bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit MeOH/H,0
(0.1 % TFA) (75/25). Die Verbindungen wurden bei 254 nm detektiert.

Hierbei bildeten sich die gleichen Produkte, wie nach Reaktion mit den gereinigten Proteinen
(vgl. Abb. 3.12) und dem natdrlich hydroxylierenden B. megaterium Stamm ATCC 13368 (vgl.
Abb. 3.24). Weiterhin konnte das gleiche Produktverhdltnis von 12a- und 12f3-
Hydroxyabietinsaure wie in der in vitro Reaktion (vgl. Abb. 3.12) beobachtet werden. 123-
Hydroxyabietinsaure retardierte nach tg = 3.35 £ 0.05 min von der Sdule und das in Position
120 hydroxylierte Abietinsaurederivat zeigte eine Retentionszeit von tg = 6.06 = 0.05 min.

Abietinsaure eluierte nach tzg = 26.87 + 0.05 min.
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3.4.4.4 Umsatz von 170-Methyltestosteron

Im Fall von 17a-Methyltestosteron konnte ebenfalls ein erfolgreicher Umsatz durch B.
megaterium MS941 Zellen nachgewiesen werden. 500 uM 17oa-Methyltestosteron konnten
innerhalb von 8 h vollstandig zu 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron konvertiert werden.
Das hydroxylierte Produkt besaR eine Retentionszeit tg von 2.48 + 0.05 min und das Substrat

eine von 9.97 + 0.05 min (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40 HPLC-Chromatogramm des in vivo Umsatzes von Methyltestosteron (100 puM) mit Bacillus
megaterium MS941 Zellen, transformiert mit pSMF2.1CAA (schwarz) bzw. mit pSMF2.1 (Negativkontrolle (NK))
(grau). Die Reaktionen wurden in 50 ml Komplexmedium bei 30°C fiir 8 h durchgefiihrt. Die Ganzzellumsatze
wurden mit Chloroform extrahiert und bis zur Trockne eingedampft. Die isokratische HPLC-Analyse erfolgte mit
ACN/H,0 (40/60). Die Verbindungen wurden bei 240 nm detektiert.
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3.5 Evaluierung des rekombinanten P450 Biokatalysators

Nachdem das neu entwickelte rekombinante P450 System in Bacillus megaterium MS941
erfolgreich zur Transformation der einzelnen Substrate angewendet werden konnte, wurde
schlielllich eine Evaluierung des neuen Biokatalysators durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob
durch eine Uberexpression von CYP106A2 und seiner heterologen Redoxpartner eine
Steigerung der Produktivitat im Vergleich zum natlrlich umsetzenden B. megaterium Stamm
ATCC 13368 erreicht werden kann. Hierzu wurden mit beiden B. megaterium Stammen
zeitabhangige Substratumsatze durchgefiihrt und anschlieend die erhaltenen relativen

Produktbildungsraten und Selektivitaten miteinander verglichen.

3.5.1 11-Keto-B-boswelliasdure

Wie aus Abb. 3.41 A ersichtlich, wurde mit dem B. megaterium Stamm ATCC 13368 nach 24
h ein 100 %iger Umsatz von 100 uM KBA und eine Selektivitdit von 80 % fir das 15a-

hydroxylierte Produkt erreicht.
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Abb. 3.41 A) Umsatz von 100 uM KBA durch B. megaterium ATCC 13368. Die Reaktion wurde in 50 ml
Komplexmedium bei 30°C durchgefiihrt. 500 pl Proben wurden nach 2, 4, 6, 8, und 24 h entnommen, mit
Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. B) Umsatz von 100 uM KBA durch CYP106A2, AdR und Adx
exprimierende B. megaterium MS941 Zellen. Der Umsatz wurde in 50 ml Komplexmedium bei 30°C
durchgefiihrt. 500 ul Proben wurden nach 20, 40, 60, 80, und 100 min entnommen, mit Chloroform extrahiert
und mittels HPLC analysiert. Die Standardabweichungen wurden aus drei unabhdngigen Reaktionen ermittelt.

Der Umsatz von 100 uM KBA durch den rekombinanten B. megaterium Stamm fiihrte bereits
nach 100 min zu einem vollstdndigen Umsatz des pentacyclischen Triterpens, wobei das
Hauptprodukt 150-Hydroxy-KBA ebenfalls mit einer Selektivitdt von ca. 80 % gebildet wurde
(Abb. 3.41 B). Beide Stamme bildeten die Nebenprodukte P1, P3 und P4 in der Summe zu
etwa 20 %, allerdings wurden die einzelnen Nebenprodukte von beiden Staimmen mit

unterschiedlichen Selektivitaten gebildet (Tab. 3.4). Die relative Produktivitdt konnte somit
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durch Verwendung des Koexpressionssystems um den Faktor 15 gesteigert werden, was zu
560.7 mg 15a-Hydroxy-KBA L'd? fuhrte, wobei der natiirlich umsetzende Stamm ATCC
13368 nur eine relative Produktivitat von 37.6 mg 15a-Hydroxy-KBA L*d™ erreichte (Tab.
3.4) (Bleif et al. 2011b).

Tab. 3.4 Eckdaten zum zeitabhdngigen Ganzzellumsatz von KBA in B. megaterium.

B. megaterium B. megaterium
ATCC 13368 MS941

Umsatz 100 % in 24 h 100 % in 100 min
Produktivitat
150.-Hydroxy-KBA 37.6mgLd? 560.7 mg L'd™
Selektivitat
150a-Hydroxy-KBA 80 % 83 %
Selektivitat
P1 7% 13 %
Selektivitat
P3 10% 1%
Selektivitat
P4 3% 3%

3.5.2 18B-Glycyrrhetinsdure

100 pM 18p3-Glycyrrhetinsaure wurden von B. megaterium ATCC 13366 innerhalb von 24 h
vollstandig transformiert (Abb. 3.42 A). Das Hauptprodukt 7p3-Hydroxy-GA wurde hierbei zu
56 % gebildet und das Nebenprodukt P2 entstand zu 43 %.
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Abb. 3.42 A) Umsatz von 100 pM GA durch B. megaterium ATCC 13368. Die Reaktion wurde in 50 ml
Komplexmedium bei 30°C durchgefiihrt. 500 ul Proben wurden nach 2, 4, 6, 8, und 24 h entnommen, mit
Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. B) Umsatz von 100 uM GA durch CYP106A2, AdR und Adx
exprimierende B. megaterium MS941 Zellen. Der Umsatz wurde in 50 ml Komplexmedium bei 30°C
durchgefiihrt. 500 pl Proben wurden nach 20, 40, 60, 80, 100 und 120 min entnommen, mit Chloroform
extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Standardabweichungen wurden aus drei unabhdngigen Reaktionen
ermittelt.
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Mit Hilfe des B. megaterium Stammes MS941, der CYP106A2, AdR und Adx koexprimiert,
konnten dagegen 100 pM GA bereits innerhalb von 2 h vollstindig in die gewilinschten
Produkte umgewandelt werden (Abb. 3.42 B). 73-Hydroxy-GA wurde in diesem System mit
einer Selektivitat von 94 % gebildet und das Produkt P2 mit einer Selektivitdt von 6 %. Mit B.
megaterium ATCC 13368 wurde eine relative Produktivitat von 27.2 mg 73-Hydroxy-GA L
erreicht und der neu entwickelte Stamm zeigte eine relative Produktivitat von 546 mg 7[3-
Hydroxy-GA L*d™. Im Fall von GA konnte mit dem rekombinanten System also eine

Steigerung der 7p-Hydroxy-GA Bildung um das 20-fache erreicht werden.

Tab. 3.5 Eckdaten zum zeitabhdngigen Ganzzellumsatz von GA in B. megaterium.

B. megaterium B. megaterium
ATCC 13368 MS941

Umsatz 100 % in 24 h 100 % in 120 min
Produktivitat
7B-Hydroxy-GA 27.2mgLd? 546.8 mg L™d™
Selektivitat
7pB-Hydroxy-GA 56 % 94 %
Selektivitat
P2 43 % 6 %

3.5.3 Abietinsaure

100 uM des Diterpens Abietinsdaure wurden vom natirlich umsetzenden B. megaterium
Stamm ATCC 13368 nach 24 h vollstdandig zu 12a-und 12[B-Hydroxyabietinsdure
umgewandelt (Abb. 3.43 A). 12a-Hydroxyabietinsdure wurde zu 40 % und 12[-
Hydroxyabietinsaure zu 60 % gebildet. Unter Einsatz des rekombinanten P450 Systems
konnten 100 puM Abietinsdure nach 4 h géanzlich in Position 12 des Abietangerists
regioselektiv hydroxyliert werden. Das Produkt 12a-Hydroxyabietinsaure wurde in einer
Selektivitat von 62 % und 12[B-Hydroxyabietinsdure von 38 % erhalten (Abb. 3.43 B). B.
megaterium ATCC 13368 bildete 123-Hydroxyabietinsdaure mit einer relativen Produktivitat
von 19 mg L d? und 12a-Hydroxyabietinsdure mit 12.8 mg L™

Durch Verwendung des neuen Expressionssystems konnte die relative Produktivitat fir 12a.-
Hydroxyabietinsdure mit 78.8 mg L'd* um den Faktor sechs und fir 12[3-

Hydroxyabietinsaure mit 48.4 mg L™d™* um den Faktor 2.5 gesteigert werden.
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Abb. 3.43 A) Umsatz von 100 uM Abietinsdure durch B. megaterium ATCC 13368. Die Reaktion wurde in 50 ml
Komplexmedium bei 30°C durchgefiihrt. 500 ul Proben wurden nach 2, 4, 6, 8, und 24 h entnommen, mit
Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. B) Umsatz von 100 uM Abietinsdure durch CYP106A2, AdR
und Adx exprimierende B. megaterium MS941 Zellen. Der Umsatz wurde in 50 ml Komplexmedium bei 30°C
durchgefiihrt. 500 pl Proben wurden fiir 4 h alle 20 min entnommen, mit Chloroform extrahiert und mittels
HPLC analysiert. Die Standardabweichungen wurden aus drei unabhdngigen Reaktionen ermittelt.

Tab. 3.6 Eckdaten zum zeitabhdngigen Ganzzellumsatz von Abietinsdure in B. megaterium.

B. megaterium B. megaterium
ATCC 13368 MS941

Umsatz 100 % in 24 h 100 % in 4 h
Produktivitat
12p-Hydroxyabietinsdure 19.0 mg L''d™ 484 mgL'd™
Produktivitat
12a-Hydroxyabietinsdure 12.8 mg L'd™ 78.8 mgL*d*
Selektivitat
12p3-Hydroxyabietinsdure 60 % 38%
Selektivitat
12a-Hydroxyabietinsdure 40 % 62 %

3.5.4 17a-Methyltestosteron

Das 3-oxo-A* Steroid 17a-Methyltestosteron (500 puM) konnte nach Inkubation mit B.
megaterium ATCC 13368 innerhalb von 8 h vollstindig zu 15B-Hydroxy-17a-
Methyltestosteron umgesetzt gesetzt werden (Abb. 3.44 A). Mit Hilfe des rekombinanten
Systems konnte die Inkubationszeit fir einen 100 %igen Umsatz des Steroids auf 3 h
reduziert werden (Abb. 3.44 B). Der natlirliche Stamm erreichte eine relative Produktivitat
von 477.7 mg 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron L d™* und der rekombinante Stamm von
1.27 g 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron L'd?. Somit konnte eine Steigerung der

Produktivitdat um das 2.7-fache erzielt werden.
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Abb. 3.44 A) Umsatz von 500 uM 17a-Methyltestosteron durch B. megaterium ATCC 13368. Die Reaktion
wurde in 50 ml Komplexmedium bei 30°C durchgefiihrt. 500 ul Proben wurden nach 2, 4, 6 und 8 h
entnommen, mit Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. B) Umsatz von 500 puM 17a-
Methyltestosteron durch CYP106A2, AdR und Adx exprimierende B. megaterium MS941 Zellen. Der Umsatz
wurde in 50 ml Komplexmedium bei 30°C durchgefiihrt. 500 ul Proben wurden nach 1, 2, 3 und 4 h
entnommen, mit Chloroform extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Standardabweichungen wurden aus
drei unabhangigen Reaktionen ermittelt.

Tab. 3.7 Eckdaten zum zeitabhangigen Ganzzellumsatz von 17a-Methyltestosteron in B. megaterium.

B. megaterium B. megaterium

ATCC 13368 MS941
Umsatz 100% in 8 h 100%in3 h
Produktivitat
15p-Hydroxy-17a- 477.7 mg Ld™ 1.27gLd?
Methyltestosteron
Selektivitat
15B-Hydroxy-17a.- 100 % 100 %
Methyltestosteron

Somit konnte durch Verwendung des rekombinanten Systems fiir alle eingesetzten Substrate

eine deutliche Verbesserung der relativen Produktivitaten erzielt werden.
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4 Diskussion und Ausblick

Das Hauptanliegen dieser Arbeit bestand in der Identifizierung und Charakterisierung neuer
potentieller Substrate der 15B-Hydroxylase (CYP106A2) aus Bacillus megaterium ATCC
13368, um zum einen einen besseren Einblick in die Substratspezifitdt und Substratbindung
dieses Enzyms zu erhalten und zum anderen das auf 3-oxo-A’-Steroiden basierte
Substratspektrum um neue Substanzklassen zu erweitern. Weiterhin sollte ein CYP106A2
abhangiger Ganzzellbiokatalysator entwickelt werden, um mg-Mengen der entsprechenden
Produkte fiir NMR-spektroskopische Studien zu gewinnen und um erste Charakterisierungen
dieses P450 basierten Ganzzellumsatzes durchzufiihren. Diese Arbeiten sollten eine erste
Grundlage fir eine mogliche biotechnologische Anwendung von CYP106A2 schaffen. Die
vorliegende Fragestellung wurde durch den Einsatz einer Vielzahl verschiedener Methoden
verfolgt. Dies beinhaltete zum ersten die Identifizierung moglicher Substrate anhand von
Strukturvergleichen mit Verbindungen, die bereits von CYP106A2 konvertiert wurden und
der anschlieRenden Verifizierung dieser Auswahl durch differenzspektroskopische Studien
und den Einsatz eines in vitro Rekonstitutionsassays zur eindeutigen Identifikation von
Substratumsatz und Produktbildung. Neu entdeckte Substrate wurden in vitro durch die
Bestimmung von Bindungskonstanten zum Enzym und durch die Ermittlung kinetischer
Parameter charakterisiert. Zusatzlich zu diesen Experimenten wurden mit Substraten, die
keinen high-spin Shift in CYP106A2 induzieren konnten, molekulare Docking-Kalkulationen
durchgefiihrt, um erste Einblicke in eine mogliche Bindung und Orientierung dieser
Verbindungen im aktiven Zentrum des Enzyms zu erhalten. Durch den Einsatz des B.
megaterium Stammes ATCC 13368, der sowohl CYP106A2 als auch seine homologen
Redoxpartner endogen beinhaltet, wurden ausreichende Mengen einzelner Produkte
synthetisiert, um die exakte Hydroxylierungsposition im Molekil durch NMR-Spektroskopie
zu bestimmen. Zur Steigerung der Produktivitdt dieses natirlichen Ganzzellsystems wurde
zusatzlich ein CYP106A2 abhadngiges rekombinantes Expressionssystem fir Bacillus
megaterium entwickelt, welches ebenfalls erfolgreich zum Umsatz der Substrate eingesetzt
werden konnte.

Im Folgenden sollen die im Zuge dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse ausfihrlich diskutiert

werden.
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4.1 Substratspezifitat und Substratbindung

Das breitgefacherte Substratspektrum der Cytochrome P450 macht sie fiir zahlreiche
Anwendungen auBert interessant. Um dieses Anwendungspotential voll ausschépfen zu
kénnen, sind fundierte Kenntnisse lGber die Substratspezifitat unabdingbar. Diese Kenntnisse
konnen dazu verwendet werden, bereits friihzeitig Struktur-Funktionsbeziehungen
aufzuklaren oder um potentielle Substrate leichter vorauszusagen. Speziell die Anwendung
bakterieller P450 ist in diesem Zusammenhang hervorzuheben, da sie sich oft durch héhere
Substratspezifitaten auszeichnen als beispielsweise ihre menschlichen Gegenspieler.

Bereits vor mehr als 30 Jahren wurden erste Untersuchungen zur Substratspezifitdt von
CYP106A2 durchgefiihrt, anhand derer postuliert wurde, dass CYP106A2 lediglich 3-oxo-A’-
Steroide umzusetzen vermag (Berg et al. 1976). Diese These konnte bereits im Zuge meiner
Diplomarbeit durch die Identifizierung der Dihydroquinopimarsaure und des pentacyclischen
Triterpens 11-Keto-B-boswelliasdure als Substrate von CYP106A2 eindeutig widerlegt
werden. Anhand von Strukturvergleichen unterschiedlicher Verbindungen mit diesen
carbonsdurehaltigen Substraten von CYP106A2 wurden finf weitere potentielle Substrate
ausgewahlt, mit denen eingehende Untersuchungen zur Substratspezifitat und
Substratbindung von CYP106A2 durchgefiihrt wurden. Durch Auswahl der vier
pentacyclischen Triterpensdauren 18B-Glycyrrhetinsdure, Ursolsdaure, Oleanolsdure und
Betulinsdure, die eine deutliche Strukturverwandschaft zu KBA aufweisen (vgl. Abb. 3.1 und
Abb. 3.3), wurde untersucht, welche Rolle die Carbonsaurefunktion im Triterpengerist bei
der Substratbindung spielt. Alle ausgewahlten Triterpensduren induzierten in CYP106A2
einen high-spin shift, der durch Verdrangung eines Wassermolekiils im aktiven Zentrum des
Enzyms hervorgerufen wird (Podust et al. 2007).

Das Gleichgewicht zwischen low-und high-spin Zustand kann zur Bestimmung von
Bindungskonstanten herangezogen werden. Die Kp-Werte der pentacyclischen
Triterpensauren variierten untereinander stark (vgl. Tab. 3.1). Die starkste Bindung zu
CYP106A2 zeigte Oleanolsdaure mit einem Kp-Wert von 5.89 £ 0.25 uM und die schwachste
Bindung wurde fir 18B-Glycyrrhetinsaure mit einer Dissoziationskonstanten von 65.19 +
1.01 uM bestimmt. Anhand der ermittelten Kp-Werte kann eine Einordnung der Sduren
hinsichtlich ihrer Affinitat zu CYP106A2 wie folgt angegeben werden:

GA < KBA < Ursolsaure < Betulinsaure < Oleanolsaure
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Vergleicht man die Starke der Bindung mit den einzelnen Strukturformeln, so fallt auf, dass
die Position der Carbonsaurefunktion im Triterpengerist einen entscheidenden Einfluss auf
die Starke der Substratbindung im aktiven Zentrum von CYP106A2 ausibt. Weiterhin ergibt
sich aus den erhaltenen Ergebnissen, dass die Keto-Gruppe an Position 11 (vgl. Abb. 4.1) im
Triterpengerist kein essentielles Strukturmotiv fir die Bindung von Triterpensdauren im

aktiven Zentrum von CYP106A2 darstellt.

Abb. 4.1 Pentacyclische Triterpenstruktur. Positionen, an denen funktionelle Gruppen einen entscheidenden
Einfluss auf die Stdrke der Substratbindung im aktiven Zentrum von CYP106A2 ausiiben sind rot dargestellt.
Positionen, an denen funktionelle Gruppen nicht essentiell fir eine Bindung im aktiven Zentrum sind, sind griin
dargestellt.

So besitzen Oleanolsaure, Betulinsdure und Ursolsaure, in denen die Carbonsaurefunktion
zwischen dem D-und E-Ring des Triterpengerusts (Position 17) angesiedelt ist, die hdchsten
Affinitaten zur 15B-Hydroxylase. KBA und GA, bei denen die Carbonsdurefunktion am A-Ring
(Position 4) bzw. E-Ring (Position 20) positioniert ist, zeigen dagegen die schwachsten
Bindungen zum Enzym, wobei die Lokalisierung am E-Ring eindeutig zur niedrigsten Affinitat
fihrt (vgl. Abb. 4.1). Die Substituenten am E-Ring scheinen generell einen erheblichen
Einfluss auf die Starke der Substratbindung auszuiiben (vgl. Abb. 4.1). Ursolsdure und
Oleanolsdure, die sich lediglich durch die Position der B-standigen Methylgruppe am E-Ring
voneinander unterscheiden, zeigten deutlich unterschiedliche Affinitaten zu CYP106A2.
Befindet sich die Methylgruppe an Position 19 (Ursolsdure), so ist der Kp-Wert im Vergleich
zu einer Lokalisierung an Position 20 (Oleanolsdure) um den Faktor 4 erhoht. Dagegen
scheint ein a-standiger sterisch anspruchsvoller Substituent, wie im Fall der Betulinsaure,
der unter die Ringebene ragt, einen deutlich geringeren Einfluss auf die Bindungsstarke
auszuliben. Die erhaltenen Bindungskonstanten sind im Vergleich zu anderen P450-
Systemen sehr groB3, weshalb davon ausgegangen werden kann, dass die pentacyclischen
Triterpensauren nicht die physiologischen Substrate von CYP106A2 darstellen. Fir P450m

wurde beispielsweise mit seinem natlrlichen Substrat Campher ein Kp-Wert von 1.8 uM
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erhalten (Kim et al. 2008) und P450, zeigte nach Interaktion mit Cineol eine
Dissoziationskonstante von 0.7 uM (Hawkes et al. 2002).

Mit der Auswahl der zur Dihydroquinopimarsaure strukturell dhnlichen Diterpenresinsdure
Abietinsdure, die im Gegensatz zur Dihydrochinopimarsaure kein Keto-en Motiv besitzt,
wurde untersucht, ob das alleinige Vorhandensein einer Carbonsaurefunktion im
Diterpengeriist ausreichend fir eine Bindung und einen Umsatz mit CYP106A2 ist.
Abietinsaure zeigte mit CYP106A2 keinen high-spin Shift, konnte allerdings erfolgreich durch
das Enzym umgesetzt werden (vgl. Abb. 3.12). Dieses Phanomen war bereits von den
steroidalen Substraten von CYP106A2 bekannt und konnte zwischenzeitlich auch bei
anderen P450, wie beispielsweise P450,,, und seinem Substrat Morpholin beobachtet
werden (Sielaff und Andreesen 2005). Eine Bindung von DOC in der Ndhe der prosthetischen
Ham-Gruppe von CYP106A2 konnte lediglich durch Infrarotspektroskopie nachgewiesen
werden (Simgen et al. 2000). Daraus lasst sich folgern, dass Abietinsdure ebenso wie die
bisher als Substrate von CYP106A2 bekannten 3-oxo-A’-Steroide zu klein ist, um das
Wassermolekiil an der sechsten Position des Hiam-Eisens zu verdrangen. Cholestenon mit
seiner langen, hydrophoben Seitenkette am C-Atom C17 des Steroidgerists,
Dihydroquinopimarsaure mit der zusatzlich am C-Ring verknlpften Ringstruktur, sowie alle
pentacyclischen Triterpensduren sind dagegen groR genug, um das Losemittelmolekil zu
verdrangen und einen high-spin Shift in CYP106A2 zu induzieren. Somit ware es sicherlich
interessant, weitere Di- und Triterpene mit sterisch anspruchsvollen Substituenten
hinsichtlich eines mdglichen high-spin Shifts mit CYP106A2 zu untersuchen.

Um trotzdem einen Einblick in die Substratbindung und Orientierung von Abietinsdure im
aktiven Zentrum von CYP106A2 zu erhalten, wurden molekulare Docking-Studien basierend
auf einem von Lisurek et al. entwickelten Homologiemodell von CYP106A2 durchgefiihrt
(Lisurek et al. 2008). Das Substrat 17a-Methyltestosteron, welches ein 3-oxo-A*-Motiv
beinhaltet, wurde ebenfalls in das aktive Zentrum von CYP106A2 gedockt, um mogliche
Unterschiede in den Bindungsmodi der beiden Substrate zu identifizieren.

Beide Substrate konnten mit FlexX (Rarey et al. 1997; Rarey et al. 1996) in die
Substratbindetasche des Homologiemodells gedockt werden. Die Dockingsoftware FlexX
wurde verwendet, weil sie sich schon im Docken des Substrates Progesteron in das aktive
Zentrum von CYP106A2 als probat erwiesen hat (Lisurek et al. 2008). Die Lage des Substrates

im gedockten Komplex wurde von Lisurek nicht nur durch computergestiitzte
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Evaluierungsprogramme sondern auch experimentell durch ortsgerichtete Mutagenese an
der Substratbindung beteiligter Aminosauren verifiziert (Lisurek et al. 2008).

Die erhaltenen Bindungsmodi fiir Abietinsdure bzw. Methyltestosteron (vgl. Abb. 3.14 und
Abb. 3.16) stimmten sehr gut mit dem tatsdchlichen in in vitro Reaktionen erhaltenen
Hydroxylierungsmuster der Substrate Gberein (vgl. Abb. 3.9 und Abb. 3.13), da im Fall von
Abietinsaure das C-Atom C12 und im Fall von Methyltestosteron das C-Atom C15 direkt Gber
dem Ham-Eisen platziert war. Die Abstande der Hydroxylierungspositionen zum Ham-Eisen
betrugen jeweils etwa 7 A und sind somit relativ groR, allerdings muss hierbei beriicksichtigt
werden, dass das Programm FlexX das Substrat zwar erst in der Bindetasche aufbaut, die
Proteinstruktur allerdings starr beibehalten wird. Cytochrome P450 fiihren wahrend der
Katalyse jedoch Konformationsanderungen durch (Pylypenko und Schlichting 2004). So
wurde beispielsweise bei der Hydroxylierung der Fettsaure Laurat durch CYP102A1l eine
Wanderung des Substrats wahrend der Reduktion des Eisenatoms um 6 A ndher zum Ham
hin beobachtet (Modi et al. 1996; Maves et al. 1997). Wahrend des Durchlaufens des
katalytischen Zyklus kénnten somit auch die Substrate im aktiven Zentrum von CYP106A2
ndher zum Ham-Eisen ricken, um einen optimalen Abstand fir die Hydroxylierung zu
erreichen. Zur naheren Verifizierung dieser Annahme missten allerdings substratfreie und
substratgebundene Kristallstrukturen des Enzyms miteinander verglichen werden. Mit Hilfe
der gedockten Substratkomplexe konnten die Aminosduren abgeleitet werden, die
moglicherweise mit den Substraten Abietinsdure und 17o-Methyltestosteron interagieren
und in die von Lisurek et al. identifizierten Substraterkennungsstellen (SRSs) von CYP106A2
eingeordnet werden (Tab. 4.1). Diese Aminosduren konnten demnach dem B'/C-Loop (SRS
1), der B*-Helix (SRS 1), dem B-Faltblatt 3 1-4 (SRS 5) sowie der I-Helix (SRS 4) von CYP106A2
zugeordnet werden. Die B'-Helix-Region stellt neben der F- und G-Helix in den Strukturen
der Cytochrome P450 eine der variabelsten Regionen dar. Deshalb spielen diese Bereiche
eine wichtige Rolle bei der Positionierung des Substrates im aktiven Zentrum dieser Enzyme

(Hasemann et al. 1995).
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Tab. 4.1 Anhand des Dockings abgeleitete Aminosduren, die moglicherweise mit den Substraten 17a-
Methyltestosteron bzw. Abietinsdure interagieren unter Angabe ihrer Wechselwirkung mit dem Substrat und
der Einordnung in die jeweilige SRS.

Substrat Aminosaure Interaktion SRS
Funktionelle Gruppe (Strukturmotiv)
17a-Methyltestosteron
17B-Hydroxygruppe T89 H-Briickenbindung | 1 (B/C-Loop)
3-Keto-Gruppe E78 H-Briickenbindung | 1 (B -Helix)

Abietinsdure
Carbonsaure (12a-Hydroxylierung) | R66 bzw.E78 H-Briickenbindung | 1 (B -Helix)

Carbonsaure (12p3-Hydroxylierung) | D295 bzw. E78 | H-Briickenbindung | 5 (p 1-4)/
1 (B"-Helix)

Isopropylgruppe L239 und L291 | Stabilisierung des | 4 (I-Helix)/
Substrats uber | 5 (B 1-4)
dem Ham-Eisen

Diese Tatsache konnte bereits von Virus et al. mit der Generation von Mutanten in der SRS 1
von CYP106A2 experimentell bestatigt werden. So konnte sie zeigen, dass die Mutation
T89N in der Dreiermutante T89N/A106T/R409L fiir die Anderung der Regioselektivitit bei
der Hydroxylierung von 11-Desoxycortisol und Progesteron verantwortlich ist (Virus 2006).
Durch die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse konnte somit untermauert werden, dass die
Aminosaure T89 einen erheblichen Einfluss auf die Bindung von Steroiden im aktiven
Zentrum von CYP106A2 hat. Zukiinftig ware es daher sicherlich interessant zu Uberprifen,
ob die beschriebene Dreiermutante ebenfalls einen Einfluss auf die Regioselektivitdt der
Hydroxylierung von 17a-Methyltestosteron ausubt. Fir die Aminosdaure E78, die sich
ebenfalls in der SRS 1 befindet, konnte Lisurek et al. bereits eine Interaktion mit Progesteron
nachweisen und Virus et al. postulierte fiir die Mutante E78V eine mdgliche Beeinflussung
der Regiospezifitat bei der Hydroxylierung von 11-Desoxycortisol (Lisurek 2004; Virus 2006).
Flir diese Aminosaure wurde ebenfalls eine mogliche Wasserstoffbriickenbindung mit der
Carbonsaurefunktion von Abietinsaure identifiziert, deshalb ware eine
Sattigungsmutagenese dieser Position sicherlich hilfreich, um die genaue Wirkung dieser
Aminosaure auf die Bindung unterschiedlicher Substrate in CYP106A2 zu verifizieren. Die der
I-Helix zugeordnete Aminosdure L239 fiihrt zu einer Stabilisierung von Abietinsdure lber
dem Ham-Eisen durch hydrophobe Wechselwirkungen mit der Isopropylgruppe des

Substrats. Aminosauren, die dieser Helix zugeordnet werden, wird eine Beteiligung an der
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Substratspezifitat und/oder an der Reaktionskinetik zugeschrieben (Hasemann et al. 1995).
Rauschenbach et al. konnte in CYP106A2 durch die Mutante L239A eine Erhéhung der 153-
Hydroxylaseaktivat gegentiber Progesteron um das 1.5-fache im Vergleich zum Wildtyp
nachweisen. Desweiteren wird Aminosauren, die sich im B-Faltblatt § 1-4 befinden, ebenfalls
ein Einfluss auf die Substratspezifitat beigemessen. Aminosauren in dieser Region (L291 und
D295) wurden im Zuge dieser Arbeit als mogliche Interaktionspartner der Abietinsdure
identifiziert. In zuklinftigen Arbeiten konnte der Einfluss dieser Aminosauren auf die
Substratspezifitat von CYP106A2 mittels Mutagenesemethoden naher verifiziert werden. Als
ebenfalls erstrebenswert anzusehen wadre eine weitere Evaluierung des vorliegenden
Homologiemodells durch zusatzliche bioinformatische Studien. Molekulare
Dockingexperimente liefern zuverldssige Ergebnisse flir die Platzierung des Liganden im
aktiven Zentrum und erlauben weiterhin eine strukturelle Interpretation experimenteller
Ergebnisse. Eine detaillierte, quantitative Studie von energetischen Unterschieden in der
Substratbindung und im Substratumsatz ist allerdings nur durch computergestitzte
Simulationen  basierend auf biophysikalischer = Molekulardynamik  oder  durch

guantenmechanische Untersuchungen moglich.

4.2 In vitro Substratumsatz und katalytische Aktivitat

Die Induktion eines Typ-I Spektrums ist zwar eine gute, aber nicht zwingende Voraussetzung
fir einen P450-abhadngigen Substratumsatz und organische Verbindungen kdnnen von
Cytochromen P450 konvertiert werden, obwohl sie keine Verschiebung der Soret-Bande von
~ 420 nm nach ~ 390 nm induzieren. Deshalb wurde mit Hilfe eines in vitro-
Rekonstitutionsassays verifiziert, ob die bisher auf Substratbindung im aktiven Zentrum
untersuchten Verbindungen auch tatsdchlich von CYP106A2 umgesetzt werden. Aufgrund
der Tatsache, dass die natirlichen Elektronentransferpartner von CYP106A2,
Megaredoxinreduktase und Megaredoxin, bisher nicht kloniert wurden, erfolgte die
Durchfiihrung des Rekonstitutionsassays mit den heterologen, bovinen Redoxpartnern Adx,.
108 und AdR, die bereits erfolgreich zum Umsatz bisher bekannter Substrate von CYP106A2
eingesetzt wurden (Lisurek et al. 2004; Virus und Bernhardt 2008). Die verkiirzte Mutante
von Adx wurde verwendet, weil mit ihr ein effizienterer Elektronentransfer zu CYP106A2
erreicht wird als mit WT-Adx. Die einzelnen Reaktionsansatze wurden anschlieBend mit Hilfe

von HPLC-Messungen auf eine erfolgreiche Produktbildung untersucht.
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Im HPLC-Chromatogramm zeigte sich nach Umsatz von 17a-Methyltestosteron neben dem
Substratpeak ein weiterer prominenter Peak (vgl. Abb. 3.8). Die dazugehorige Verbindung
wurde mit Hilfe von NMR-Spektroskopie eindeutig als 15p3-Hydroxy-17a-Methyltestosteron
identifiziert (vgl. 3.3.1). Eine Hydroxylierung von 17a-Methyltestosteron in 15B-Position ist
bisher noch nicht publiziert, so dass im Zuge dieser Arbeit erstmalig eine Synthese dieses
Steroidderivats erfolgreich durchgefiihrt wurde. Steroide und ihre Derivate sind fiir die
pharmazeutische Industrie sehr interessant, da sie zur Produktion von diuretischen,
anabolischen, kontrazeptiven, antiandrogenen, entziindungshemmenden und
antikanzerogenen Medikamenten verwendet werden (Hannemann et al. 2006). 17a-
Methyltestosteron ist eine anabolisch-androgene Verbindung, die in Kombination mit
Ostrogenen in den Vereinigten Staaten von Amerika in der Hormonersatztherapie bei Frauen
in der Menopause verwendet wird (Watts et al. 1995). Weiterhin konnte durch 17a-
Methyltestosteron eine inhibierende Wirkung der Aromatase (CYP19) festgestellt werden,
weshalb diese Verbindung und ihre Derivate fiir eine mogliche Vorbeugung oder Behandlung
von hormonsensitiven Krebsarten wie z.B. Brustkrebs in Frage kommen kéonnten (Mor et al.
2001). Die Fahigkeit zur Hydroxylierung von Steroiden wurde auch fir einige andere Bacillus
stammige Cytochrome P450 beschrieben. Eine Hydroxylierung von Methyltestosteron wurde
bisher durch CYP109B1 und CYP134A1 aus Bacillus subtilis (Furuya et al. 2008) sowie durch
ein zur CYP106 Familie zugehoriges P450 aus Bacillus cereus ATCC 10987 gezeigt (Furuya et
al. 2009). Allerdings wurden hier keine Angaben zur genauen Hydroxylierungsposition
gemacht. Weiterhin akzeptierte das aus Bacillus cereus stammende P450, ebenso wie
CYP106A2, Progesteron als Substrat. Somit scheint die Fahigkeit zur Hydroxylierung von
Steroiden unter Bacillus Arten weit verbreitet. Dies macht sie flir biotechnologische Prozesse
umso reizvoller, da eine stereoselektive Steroidhydroxylierung durch traditionelle chemische
Synthesen sehr schwierig, zeitaufwendig und kostenintensiv ist. Aus diesem Grund erfolgen
industriell durchgefiihrte 11a-, 11B-, 15a-, und 16a-Hydroxylierungen von Steroiden heute
ausschlieBlich durch mikrobielle Transformationen (Furuya et al. 2009). Ein zukinftiger
Einsatz von CYP106A2 ware hier sicherlich ebenfalls denkbar.

Die Diterpenresinsdure Abietinsdure, die wie 17a-Methyltestosteron nicht in der Lage war,
einen high-spin Shift in CYP106A2 zu induzieren, wurde ebenfalls erfolgreich durch das

Enzym umgesetzt. Die Annahme, Abietinsdure aufgrund struktureller Ahnlichkeiten zur
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Dihydroquinopimarsaure als potentielles Substrat von CYP106A2 zu betrachten, konnte
damit experimentell bestatigt werden. CYP106A2 konvertierte die Sdure zu zwei Produkten
(vgl. Abb. 3.12), die nach NMR-Messungen als 12a-und 12[3-Hydroxyabietinsdure identifiziert
wurden (vgl. 3.3.2). Diese Art von Reaktion war bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht fir
bakterielle P450 beschrieben, so dass CYP106A2 im Rahmen dieser Arbeit als erste
bakterielle Diterpenhydroxylase identifiziert wurde, die eine regioselektive allylische
Hydroxylierung in einem Schritt katalysiert (Bleif et al. 2011a). Diese von CYP106A2
katalysierte Reaktion ist auf chemischem Wege nur durch starke Oxidationsmittel zu
erreichen (Bicas et al. 2009). So konnte 12a-Hydroxyabietinsdure bisher nur durch
chemische Oxidation von Levopimarsaure dargestellt werden (Herz et al. 1965; Krohn et al.
1992). Eine Synthese von 12[3-Hydroxyabietinsdure wurde bisher in der Literatur nicht
beschrieben, so dass diese Verbindung erstmals in dieser Arbeit erfolgreich hergestellt
wurde.

Das Substratspektrum von CYP106A2 konnte infolgedessen um die Substanzgruppe der
Diterpene erweitert werden. Die zu dieser Substanzklasse gehoérigen Pflanzenterpenoide
zeichnen sich durch vielseitige biologische Aktivitaten aus, so finden sie eine breitgefacherte
Anwendung als Medikamente, Pestizide, Geschmacks- und Duftstoffe und als
Nahrungserganzungsmittel in Form von Vitaminen und SiRstoffen (Bohlmann und Keeling
2008). Diterpenresinsduren sind wichtige Verteidigungsverbindungen von Nadelholzern
gegen Pflanzenfresser und Krankheitserreger, weshalb sie flir die Entwicklung neuartiger
Pestizide verwendet werden konnten. Zusatzlich zeigte Abietinsdaure antiallergische,
entzindungshemmende, phytoalexin-ahnliche sowie krampflésende Eigenschaften
(Gonzalez et al. 2009). Diese Eigenschaften macht sie zu einer optimalen Zielverbindung fiir
weitere strukturelle Modifikationen, um ihre bereits existierende biologische Aktivitat weiter
zu steigern. Durch die von CYP106A2 katalysierte Hydroxylierung konnten erste
Strukturmodifikationen erreicht werden und es ware durchaus interessant, die
korrespondierenden Reaktionsprodukte in weiterflihrenden Arbeiten auf ihre mogliche
biologische Aktivitat hin zu untersuchen. Um tiefergehende Einblicke in die Substratspezifitat
von CYP106A2 gegentiber der Substanzklasse der Diterpene zu erhalten, kénnten weitere zur
Abietinsaure strukturverwandte Verbindungen wie z.B. Levopimarsaurederivate ausgewahlt
und auf einen moglichen Substratumsatz getestet werden.

Die in vitro Reaktionsansatze der Triterpensduren Betulinsdure, Oleanolsaure und Ursolsdure
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konnten mittels HPLC nicht analysiert werden, da sie im Gegensatz zu den 3-oxo-A’-
Steroiden und Abietinsaure kein Chromophor besitzen, welches ihre Detektion und die ihrer
Derivate bei 240 bzw. 254 nm erlaubt. Eine Detektion der Verbindungen bei 210 nm
scheiterte aufgrund der hohen Eigenabsorption des verwendeten Laufmittels und selbst der
Wechsel zu ,gradient-grade” Methanol brachte nicht den gewliinschten Erfolg. Eine fundierte
Aussage (iber eine mogliche Produktbildung konnte aber mit Hilfe von GC-MS Analysen
getroffen werden. Es ist allerdings davon auszugehen, dass diese Verbindungen ebenfalls als
Substrate von CYP106A2 fungieren, da von Chatterjee et al. bereits ein Umsatz von
Betulinsdure durch den Bacillus megaterium Stamm ATCC 13368 beschrieben wurde, der
CYP106A2 endogen beinhaltet. Nach Interaktion von Betulinsaure mit B. megaterium ATCC
13368 wurde die Bildung von vier Produkten beobachtet, die nach NMR-Analysen als 7f3-,
15a.-Dihydroxybetulinsdure, 3-oxo-Betulinsdure, 3-oxo-1la-Hydroxybetulinsdure und 13-
Hydroxy-3-oxo-Betulinsaure identifiziert wurden. Durch GC-MS-Analysen kénnte lberprift
werden, ob die gleichen Produkte auch nach Umsatz der Sdure mit gereinigtem Protein
erhalten werden.

Nach Umsatz der pentacyclischen Triterpensdure KBA waren im HPLC-Chromatogramm ein
Hauptprodukt sowie drei Nebenprodukte zu erkennen (vgl. Abb. 3.6). Das Hauptprodukt
konnte durch NMR-Spektroskopie als 15a-Hydroxy-KBA identifiziert werden (vgl. 3.3.3) und
wurde im Zuge dieser Arbeit erstmals erfolgreich synthetisiert. Die Menge der
Nebenprodukte war fiir eine fundierte Strukturbestimmung nicht ausreichend. Allerdings
konnte es sich bei P1 um eine polyhydroxylierte Verbindung handeln, da sie im HPLC-
Chromatogramm eine geringere Retentionszeit besall als das monohydroxylierte
Hauptprodukt (vgl. Abb. 3.6). Fiir P3 und P4 ware eine Monohydroxylierung bzw. wie im Fall
der Betulinsdure eine Oxidation der Hydroxygruppe an Position 3 von KBA denkbar.
Pentacyclische Triterpensduren gewinnen in der Medikamentenentwicklung immer mehr an
Bedeutung, da ihre chemische Struktur eine starke Ahnlichkeit zur Struktur der Steroide
aufweist.

Boswelliasduren (BAs) stellen die biologisch aktivsten Verbindungen des Harzextraktes der
Weihrauchkiefer Boswellia serrata (Salei guggal) dar und werden in Indien in der
ayurvedischen Medizin zur Behandlung von entziindlichen und arthritischen Krankheiten
eingesetzt (Gupta et al. 2001; Kriger et al. 2008). BAs verfliigen ({iber eine

entzindungshemmende Wirkung, indem sie die 5-Lipoxygenase, die menschliche
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Leukozytenelastase sowie den ,nuclear factor-«B pathway” inhibieren, ohne die fir Steroide
bekannten Nebenwirkungen hervorzurufen (Poeckel und Werz 2006; Kriiger et al. 2008). Fiir
B-Boswelliasdauren konnte desweiteren eine duBert effiziente inhibitorische Wirkung der
Topoisomerase | und lla. identifiziert werden (Syrovets et al. 2000). Nach Inkubation von KBA
in Gegenwart von Rattenlebermikrosomen wurde ein starker Phase | Metabolismus des
Triterpens beobachtet, der zur Bildung von drei monohydroxylierten, sechs dihydroxylierten
sowie zwei monohydroxylierten und dehydrogenierten KBA-Derivaten fiihrte (Kriiger et al.
2008). In einer anderen Studie wurde eine inhibierende Wirkung der Ketoboswelliasaure auf
die mikrosomalen P450 CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 und CYP3A4 festgestellt
(Frank und Unger 2006). In weiterfiihrenden Arbeiten konnte untersucht werden, ob
CYP106A2 die Hydroxylgruppe an den gleichen Positionen im Triterpengerist einflhrt wie
die mikrosomalen Cytochrome P450. Mit Hilfe des bakteriellen P450 wiére eine schnelle und
effiziente Herstellung dieser Phase | Metaboliten mdglich, die fir zuklnftige
pharmakologische Untersuchungen als Vergleichssubstanzen dienen kénnten.

Die Inkubation von GA mit CYP106A2 fihrte zur Bildung eines Hauptproduktes und eines
Nebenproduktes (vgl. Abb. 3.10). Die Menge des Nebenproduktes P2 war fiir eine
detaillierte Strukturbestimmung mittels NMR-Spektroskopie nicht ausreichend. Es konnte
sich dabei allerdings um eine weitere monohydroxylierte Verbindung oder um das 3-oxo-
Derivat der Glycyrrhetinsdure handeln. Dies kdnnte in weiteren Untersuchungen durch MS-
Analyse verifiziert werden. Nach NMR-Analyse des Hauptproduktes konnte dieses als 7f3-
Hydroxy-GA identifiziert werden (vgl. 3.3.4).

Die Synthese von 7[B-Hydroxy-GA, ausgehend von GA, wurde bereits durch mikrobielle
Transformationen mit Mucur polymorphosporus (Xin et al. 2006), Cunninghamella echinulata
ATCC 8688a, Absidia pseudocylinderospora ATCC 24169 und Gliocladium viride ATCC 10097
(Maatooq et al. 2010) beschrieben. Das Substrat 18B3-Glycyrrhetinsdure entsteht im Darm
durch Hydrolyse von Glycyrrhizin, einem Hauptbestandteil von SiiRholz (Glycyrrhiza glabra).
Die pentacyclische Triterpensaure besitzt ein breites pharmakologisches Wirkspektrum,
welches entziindungshemmende und antitumorale Aktivitaten umfasst. Sie stellt folglich
eine vielversprechende Ausgangsverbindung fir die Entwicklung von wirksameren und
weniger toxischen chemosensitiven Verbindungen dar, die zur Verbesserung der
chemotherapeutischen Behandlung von Krebs dienen konnten (Nabekura et al. 2008).

Glycyrrhetinsdaurederivate zeigten im Vergleich zur Ausgangsverbindung verbesserte
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entziindungshemmende und antioxidative Aktivitdten (Maitraie et al. 2009) und fihrten zu
einer Steigerung des antiproliferativen oder apoptotischen Effekts in Leukdamiezellen (Liu et
al. 2007). Das GA-Derivat Carbenoxolon, ein lizensiertes Medikament, wird beispielsweise
erfolgreich zur Behandlung von Magengeschwiren und Entziindungen eingesetzt (Davis und
Morris 1991).

Da strukturelle Modifikationen von Naturstoffen oftmals zu Verbindungen mit verbesserter
biologischer Aktivitat und/oder geringerer Toxizitat fuhren, sind die in dieser Arbeit durch
CYP106A2 katalysierten Reaktionen und die dadurch erhaltenen, erstmals synthetisierten
Produkte fir eine zukinftige Anwendung als vielversprechend zu betrachten. Um diese
Reaktionen naher zu untersuchen wurden die Ky - und Vma-Werte aller identifizierten
Produkte, die in dieser Arbeit hergestellt wurden, bestimmt (vgl. Tab. 3.2). Fliir den Umsatz
von GA und KBA wurde auf eine detaillierte Angabe der kinetischen Parameter fir einzelne
Produkte verzichtet, da in beiden Fallen nur die Struktur des Hauptprodukts mittels NMR-
Spektroskopie bestimmt werden konnte. Sollte es sich bei den Nebenprodukten um
polyhydroxylierte Verbindungen handeln, misste fir die nach der Monohydroxylierung
erfolgten Reaktionsschritte eine zusatzliche kinetische Analyse der Folgereaktionen
durchgefihrt werden. Aus diesem Grund erfolgte die Angabe der kinetischen Parameter als
Summe der gebildeten Produkte pro nmol P450 pro min.

Fur die Hydroxylierung von 17a-Methyltestosteron wurde ein Vy.x-Wert von 209 nmol 153-
Hydroxy-17a-Methyltestosteron/nmol CYP106A2/min und ein Ky-Wert von 176 uM
bestimmt. Der erhaltene Vma-Wert ist den von Lisurek et al. und Virus et al. bestimmten
Werten fur die 15B-Hydroxylierung von DOC mit 255 nmol 15B-Hydroxy-DOC/nmol
CYP106A2/min (Lisurek 2004) bzw. RSS mit 172 nmol 15B3-Hydroxy-RSS/nmol CYP106A2/min
(Virus 2006) sehr dhnlich. Der Ky-Wert war mit 175 uM aber etwa doppelt so groR wie die
Michaelis-Konstanten fiir die Hydroxylierung von DOC (77 uM) und RSS (93 pM). Bei
Substraten, die eine Carbonsaurefunktion beinhalten, war die Geschwindigkeit der
Produktbildung dagegen drastisch reduziert. Daraus lasst sich folgern, dass die durch die
Carbonsdurefunktion hervorgerufene andersartige Bindung im aktiven Zentrum von
CYP106A2 zu einer deutlichen Verschlechterung der Umsatzgeschwindigkeiten fiihrt. Beim
Umsatz von KBA wurde mit 97 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min nur noch die Halfte der
Umsatzgeschwindigkeit von Methyltestosteron erreicht und die Aktivitdt des GA-Umsatzes

war mit 35 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min im Vergleich zur Steroidhydroxylierung
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sogar um den Faktor 6 verringert. Die schlechtesten Reaktionsgeschwindigkeiten wurden
allerdings fir die Hydroxylierung von Abietinsdure bestimmt. Sie betrug fiir die
Hydroxylierung in 12a-Position nur 13 nmol/nmol CYP106A2/ min und die Geschwindigkeit
der 12[B-Hydroxylierung erreichte sogar nur 60 % der Geschwindigkeit der 12a-
Hydroxylierung (Bleif et al. 2011a). Durch Docking-Kalkulationen konnten die zur
Abietinsaurehydroxylierung erhaltenen Ergebnisse weiter untermauert werden. So wurde
fiir die 12a-Hydroxylierung ein Dockingscore von -9.604 erreicht und fir die Hydroxylierung
in Position 123 wurde mit -4.962 ein um 50 % schlechter Score erhalten. Eine Verbesserung
der katalytischen Aktivitat von CYP106A2 gegeniiber Di- und Triterpensduren kénnte durch
Proteinengineering erfolgen und die dadurch erhaltenen Mutanten kdénnten in einem
anschlieRenden Screeningverfahren auf erhohte Umsatzraten getestet werden.

Die mit CYP106A2 erhaltenen Umsatzraten sind im Vergleich zu anderen bakteriellen P450
Systemen allerdings generell als sehr niedrig zu betrachten. P450 BM3, das Cytochrom P450
mit den hochsten bekannten Umsatzraten, zeigte bei der Hydroxylierung seiner natirlichen
Substrate Laurat und Myristat beispielsweise Va-Werte von 893 nmol/nmol CYP102A1/min
bzw. 2461 nmol/nmol CYP102A1/min (Maves et al. 1997). Fur den Umsatz von Chlorzoxazon
und Propanolol, die keine natirlichen Substrate von CYP102A1 darstellen, konnten dagegen
nur Umsatzgeschwindigkeiten von 46 nmol/nmol CYP102A1/min bzw. 7.6 nmol/nmol
CYP102A1/min erhalten werden (Di Nardo et al. 2007). Vergleicht man diese Ergebnisse mit
den katalytischen Aktivitaiten von CYP106A2, so kann geschlussfolgert werden, dass die in
dieser Arbeit identifizierten Substrate nicht die physiologischen Substrate von CYP106A2
darstellen. Trotzdem sind die in dieser Arbeit erhalten Umsatzraten deutlich héher als die
der in den Fremdstoffmetabolismus einbezogenen mikrosomalen P450, die eine Vielzahl
verschiedener Verbindungen als Substrate akzeptieren und dadurch deutlich geringere
Substratspezifitaiten aufweisen als bakterielle P450. Bei der Hydroxylierung von N-
Desmethylclobazam durch CYP2C19 wurde lediglich ein Vpa-Wert von 0.219 nmol/nmol
CYP2C19/min erhalten (Giraud et al. 2004) und fiir die 6B-Hydroxylierung von Progesteron
wurde nach Interaktion mit CYP2D6 nur ein Vmax-Wert von 0.54 nmol/nmol CYP2D6/min

bestimmt (Niwa et al. 2009).
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4.3 Ganzzellkatalyse

4.3.1 Ganzzellumsatzin E. coli

HPLC-Analysen liefern einen Nachweis (iber neu gebildete Produkte, eine
Strukturbestimmung dieser Verbindungen ist mit dieser Methode allerdings nicht moglich.
Eine fundierte Strukturanalyse kann lediglich mit Hilfe von 1D-und 2D-NMR-Spektroskopie
erfolgen. Ein Nachteil dieser Methode besteht aber in der bendétigten Substanzmenge (mg-
Bereich). Die mit CYP106A2 durchgefiihrten in vitro-Reaktionen sind zur Produktion dieser
Mengen aber ungeeignet, da die Verwendung gereinigter Proteine und der Zusatz des
Kofaktors NADPH in groRerem Umfang sehr kostspielig und zeitaufwendig ist. Aus diesem
Grund sollte ein CYP106A2 abhdngiger Ganzzellbiokatalysator entwickelt werden, um mg-
Mengen der entsprechenden Produkte fir NMR-spektroskopische Studien zu gewinnen.

Fiir den Umsatz der neuen Substrate wurde zunachst ein auf E.coli basierter Biokatalysator
eingesetzt, der CYP106A2 mit seinen heterologen Redoxpartnern Adxs;i0s und AdR
koexprimiert und bereits erfolgreich zum Umsatz von 11-Deoxycorticosteron (DOC) zu 15-
Hydroxy-11-Deoxycorticosteron durch CYP106A2 verwendet wurde (Hannemann et al.
2006). Eine 48 h Inkubationsperiode von 500 uM 17a-Methyltestosteron in Gegenwart des
Ganzzellsystems lieferte das gleiche Produktmuster wie nach der in vitro-Reaktion mit
CYP106A2 (vgl. Abb. 3.8 und Abb. 3.19). Das 3-oxo-A*-Steroid wurde dabei zu 45 % in 15pB-
Position hydroxyliert, was einer Produktausbeute von ca. 72 mg entspricht.

Die carbonsdurehaltigen Substrate wurden durch das E.coli-Ganzzellsystem allerdings nicht
umgesetzt. Geht man davon aus, dass sie wie Steroide einem passiven Transport ins Innere
der Zelle unterliegen (Mendel 1989), so bedeutet dies, dass sie nicht in der Lage sind, durch
die dullere Zellmembran der gram-negativen Bakterien zu diffundieren. Eine mogliche
Erklarung hierfir ist, dass die Carbonsaurefunktion, die einen pKs;-Wert von ~ 5 besitzt, unter
den vorliegenden Kultivierungsbedingungen (pH-Wert ~ 7.4) deprotoniert vorliegt und die
daraus resultierende negative Gesamtladung dafiir verantwortlich ist, dass keine Diffusion
durch die 3duBere Membran erfolgen kann. Auf Permeabilisierungsversuche der
Bakterienmembran mit Detergentien wie z.B Tween 80 wurde in dieser Arbeit aber
verzichtet, da die erhaltenen Reaktionsprodukte fliir NMR-spektroskopische Untersuchungen

verwendet werden sollten und enthaltene Detergentien in aufwendigen Reinigungsschritten
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hatten entfernt werden missen. Weiterhin kann durch die Permeabilisierung ein Austreten
des niedermolekularen Kofaktors NADPH aus der Zelle erfolgen.

Cytochrome P450 sind auf eine Versorgung mit stochiometrischen Mengen dieses Kofaktors
angewiesen. Durch die Uberexpression eines P450 ist es méglich, dass der intrazellulire
NADPH-Regenerationsweg  nicht ausreicht um den erhéhten Bedarf an
Reduktionsdquivalenten zu decken (Schewe et al. 2008), was schlieRlich in einer Limitierung
der Katalysereaktion miinden kénnte. Um solch eine Limitierung auszuschlielen und eine
Steigerung der Produktivitdt des von Hannemann et al. entwickelten Ganzzellsystems zu
erreichen sollte zusitzlich eine Uberexpression der Alkoholdehydrogenase (LbADH) aus
Lactobacillus brevis (Schroer et al. 2007) erfolgen. LbADH katalysiert die Oxidation von
Isopropanol zu Aceton, bei der unter Verbrauch von NADP" NADPH gebildet wird, welches
dann als Kofaktor fiir die P450-katalysierte Bioreaktion zur Verfligung steht. Schewe et al.
konnte durch Verwendung eines ahnlichen Systems eine deutliche Steigerung der
Epoxidierung von a-Pinen durch CYP102A1 erreichen. In diesem System wurde ein Glucose-
Facilitator aus Zymomonas mobilis (dient zur Aufnahme unphosphorylierter Glucose)
zusammen mit einer Glucose-Dehydrogenase aus B. megaterium, die die Oxidation von
Glucose zu Gluconolacton katalysiert, mit CYP102A1 in E. coli koexprimiert. Dies fihrte zu
einer 7-fachen Erhohung der a-Pinenepoxidbildung im Vergleich zum glucosefreien System.
Das LbADH-Gen wurde im Zuge dieser Arbeit erfolgreich in das bestehende
Expressionsplasmid pBarTwin (Hannemann et al. 2006) kloniert, wodurch das tricistronische
Plasmid pBarTripel erhalten wurde (vgl. Abb. 3.21). Da sich der auf E.coli basierte
Biokatalysator als ungeeignet fir einen Umsatz der carbonsdurehaltigen Substrate von
CYP106A2  herausstellte, wurde auf  weitere  Expressionsexperimente  und
Substratumsatzversuche verzichtet.

Das neu entwickelte Plasmid pBarTripel wurde allerdings zusammen mit dem
Expressionsvektor pACYC_FHH2.8, der die cDNA von CYP106A2 beinhaltet, erfolgreich von
Frau Dr. Daniela Zehentgruber zur Koexpression der vier Proteine verwendet (Zehentgruber
et al. 2010). Dieses System fihrte zu einer 18-fachen Steigerung der Umsatzraten von
Progesteron und Testosteron im Vergleich zum CYP106A2 abhangigen DOC-Umsatz bei dem
das NADPH-Regenerationssystem nicht eingesetzt wurde (Zehentgruber et al. 2010). In

weiterfihrenden Arbeiten konnte untersucht werden, ob der weiterentwickelte
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Ganzzellkatalysator im Fall von 17oa-Methyltestosteron ebenfalls eine groRere Menge an

15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron liefert.

4.3.2 Ganzellumsatz in B. megaterium ATCC 13368

Da der E. coli-Biokatalysator fiir den Umsatz der carbonsdurehaltigen Substrate von
CYP106A2 nicht geeignet war, wurde fiir weitere Umsatzstudien der grampositive
Mikroorganismus Bacillus megaterium verwendet, der im Gegensatz zu E. coli keine duRRere
Zellmembran besitzt. Der im Zuge dieser Arbeit eingesetzte Bacillus megaterium Stamm
ATCC 13368 beinhaltet CYP106A2 sowie seine homologen Redoxpartner, Megaredoxin und
Megaredoxinreduktase, und wurde in friheren Studien bereits fir einen Ganzzellumsatz von
6a-Fluor-16a-Methyldesoxycorticosteron ~ (FMDOC)  durch  CYP106A2  verwendet
(Rauschenbach et al. 1993). Um mogliche Kreuzreaktionen auszuschliefen, wurde eine
Mutante von Bacillus megaterium ATCC 13368 (ATCC 13368 K.0O.), in der das Gen von
CYP106A2 ausgeknockt ist und die zur Selektion eine Tetracyclinresistenz besitzt
(Rauschenbach et al. 1993), in allen Umsatzversuchen als Negativkontrolle eingesetzt.

Im Gegensatz zu dem zuvor verwendeten E. coli-Biokatalysator konvertierte B. megaterium
ATCC 13368 neben dem 3-oxo-A’-Steroid 17a-Methyltestosteron auch die
Diterpenresinsaure Abietinsdaure und die pentacyclischen Triterpensauren GA und KBA. Es
ware somit sicherlich interessant, in weiteren Studien zu Uberpriifen, ob die Sduren durch
einen passiven oder aktiven Transport ins Innere der B. megaterium Zelle gelangen. Die
korrespondierenden HPLC-Chromatogramme wiesen dabei das gleiche Produktmuster auf,
das bereits in den CYP106A2-abhangingen in vitro-Reaktionen mit den einzelnen Substraten
erhalten wurde (vgl. 3.3.1-3.3.4). Der knock-out Stamm von B. megaterium zeigte dagegen
keinen Umsatz. Die durch den Ganzzellumsatz erhaltenen Produkte sind somit eindeutig
durch CYP106A2-Katalyse entstanden. Durch diese Ergebnisse wird die bereits zuvor
getatigte Annahme bestatigt, dass ein Umsatz der carbonsaurehaltigen Substrate aufgrund
der Unfdhigkeit der Verbindungen, die dulRere Membran der gramnegativen E.coli-Zellen zu
passieren, scheiterte.

Durch einen ,Upscaling-Prozess” der Ganzzellreaktionen auf 1000 ml mit anschlieRender
Chloroform-Extraktion und Reinigung der erhaltenen Riickstiande (iber Kieselgel wurden
ausreichende Mengen einzelner Produkte fiir NMR-spektroskopische Studien erhalten (Tab.

4.2). Die nach der Ganzzellreaktion von KBA erhaltenen Ausbeuten der Nebenprodukte P1,

101



Diskussion und Ausblick

P3 und P4 wurden durch HPLC-Analyse zu 10 %, 11 % und 4 % bestimmt und im Fall des GA-
Umsatzes wurde das Nebenprodukt P2 zu 40 % gebildet. Nach Chloroform-Extraktion und
Kieselgelchromatographie waren die erhalten Mengen dieser Produkte allerdings so gering,

dass eine Strukturbestimmung durch NMR-Analysen nicht durchgefiihrt werden konnte.

Tab. 4.2 Absolute Produktausbeuten nach Umsatz in 1 Liter B. megaterium ATCC 13368 Kultur.

Mittels NMR-Spektroskopie Absolute

Substrat identifizierte Produkte Ausbeute

17a-Methyltestosteron (500 uM) | 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron | 82 mg (51 %)

Abietinsaure (200 uM) 12a-Hydroxyabietinsaure 14 mg (56 %)

12p-Hydroxyabietinsdure 17 mg (45 %)
KBA (100 uM) 15a-Hydroxy-KBA 22 mg (60 %)
GA (100 uMm) 7B-Hydroxy-GA 17 mg (60 %)

Mit Hilfe von HPLC-Analysen konnte zwar gezeigt werden, dass alle eingesetzten Substrate
zu 100 % in ihre korrespondierenden Produkte konvertiert wurden, allerdings betrug die
absolute Ausbeute nach Extraktions- und Reinigungschritten nur noch ca. 50 % (Tab. 4.2). Ein
Einsatz von Adsorberharzen ware fiir zukiinftige Umsatzstudien sicherlich hilfreich, um die
Extraktionseffizienz zu erhéhen und dadurch eine Verbesserung der absoluten
Produktausbeuten zu erreichen.

Im Zuge dieser Arbeit konnten 150 mg 17a-Methyltestosteron durch B. megaterium ATCC
13368 in 15B-Position hydroxyliert werden. Dies entspricht in etwa einer Verdopplung der
Umsatzrate, die durch den verwendeten E. coli Biokatalysator erhalten wurde (vgl. 3.2).
Weiterhin ist dieser Umsatz sehr gut mit der von Rauschenbach et al. beschriebenen
Hydroxylierung von 100 mg FMDOC zu ca. 75 mg 15B3-Hydroxy-FMDOC durch B. megaterium
ATCC 13368 vergleichbar (Rauschenbach et al. 1993).

Die carbonsadurehaltigen Substrate konnten dagegen im Vergleich zu 17a-Methyltestosteron
(vollstandiger Umsatz von 500 pM) nur in geringen Mengen (200 uM fiir Abietiensdure und
100 uM fir GA bzw. KBA) vollstandig umgesetzt werden (vgl. Tab. 4.2). Dieses Ergebnis ist
somit konsistent mit den deutlich schlechteren Umsatzgeschwindigkeiten, die im Vergleich
zur Steroidhydroxylierung in den in vitro-Reaktionen erhaltenen wurden (vgl. Tab. 3.2).
Vergleicht man den Ganzzellumsatz von KBA und GA mit dem von Chatterjee et al.

publizierten Umsatz der Strukturverwandten Betulinsaure, so wird deutlich, dass ein Umsatz
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mit wachsenden B. megaterium Zellen einem Umsatz mit ruhenden Zellen vorzuziehen ist.
Innerhalb von finf Tagen konnte in 13 Litern Phosphatpuffer, die eine Feuchtmasse von 130
g B. megaterium Zellen beinhalteten, lediglich 12 % des Substrats Betulinsdaure zu den
korrespondierenden Produkten umgesetzt werden (Chatterjee et al. 2000), wodurch aus 2.6
g Betulinsadure lediglich eine Gesamtmenge von 312 mg der vier Produkte erhalten wurde.

Das Ziel ausreichende Produktmengen durch einen CYP106A2 basierten Ganzzellumsatz fir
NMR-spektroskopische Studien zu gewinnen, konnte somit durch Verwendung des

grampositiven Bakteriums erreicht werden.

4.4 Entwicklung eines rekombinanten CYP106A2 abhangigen Biokatalysators in

Bacillus megaterium

Der natlrlich umsetzende B. megaterium Stamm ATCC 13368 besitzt im Vergleich zu
rekombinanten Expressionssystemen einen entscheiden Nachteil. Die Bildung von CYP106A2
erfolgt erst in der stationdaren Wachstumsphase der Zellen (Berg und Rafter 1981) und der
Mechanismus der Genregulation ist bisher unbekannt. Offensichtlich unterscheidet er sich
deutlich von der des Cytochrom P450 BM1, welches eine 61 %ige Sequenzidentitdt zu
CYP106A2 besitzt und dessen Expression durch Barbiturate induziert werden kann
(Rauschenbach et al. 1993). Bisher konnten keine Substanzen gefunden werden, die die
CYP106A2 Expression in B. megaterium induzieren (Berg und Rafter 1981). Weiterhin wurde
keine dem CYP106A2-Gen vorgelagerte Sequenz identifiziert, die eine Ahnlichkeit zu einem
17 bp groRen Sequenzmotiv von P450 BM1 aufweist, fliir das eine Beteiligung an der
barbituratinduzierten Expression vermutet wird (He und Fulco 1991).

Eine Optimierung der in 4.3 beschriebenen Ganzzellumsatze kann somit lediglich durch eine
plasmidbasierte Uberexpression von CYP106A2 und seiner Redoxpartner erreicht werden.
Deshalb wurde ein rekombinantes Expressionssystem fiir den grampositiven Organismus
entwickelt, um eine Steigerung der existierenden Umsatzraten zu erreichen.

Um das Ziel der heterologen Proteinexpression zu verwirklichen, wurde ein Xylose
induzierbarer Bacillus megaterium Shuttle-Vektor eingesetzt, der eine Klonierung der
gewlinschten Gene in E. coli erlaubt und zur Expression in B. megaterium verwendet werden
kann. Dieses Vektorsystem wurde ausgewahlt, weil es bereits erfolgreich zur Expression
prokaryotischer und eukaryotischer Proteine in B. megaterium eingesetzt wurde. So wurden

beispielsweise die E. coli B-Galactosidase, die B. megaterium Glucosedehydrogenase, die
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Acinetobacter calcoaceticus Mutarostase und das Clostridium difficile Toxin A erfolgreich in
B. megaterium Uberexprimiert (Rygus und Hillen 1991; Burger et al. 2003). Toxin A wurde in
B. megaterium sogar in einer groReren Ausbeute erhalten als durch Expression in E. coli.

Als Ausgangsplasmid fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungsarbeiten diente der
Shuttle-Vektor pKMBm4, in dem eine Optimierung der Promotorregion und der ribosomalen
Bindestelle bereits zu einer Erhdéhung der rekombinanten Proteinexpression in B.
megaterium gefihrt hat (Stammen et al. 2010).

Die MCS dieses Plasmids wurde ausgetauscht, da die darin enthaltenen Restriktionsstellen
fir eine Klonierung der Gene von CYP106A2, AdR und Adx nicht kompatibel waren. Vor
Ligation der Zielgene wurde zundchst eine Analyse der cDNAs von CYP106A2, AdR und Adx
hinsichtlich ihres Codon Adaptation Index (CAl) zum Expressionswirt B. megaterium mit Hilfe
des Programms JCat (Grote et al. 2005) durchgefiihrt. Aufgrund der Tatsache, dass der
durchschnittliche CAl aller 4.814 offenen Leserahmen von Bacillus megaterium 0.35 betragt
(Yang et al. 2007), sollten Gene, die einen CAl < 0.3 besitzen mittels kiinstlicher Gensynthese
auf die Kodonpraferenz des Expressionswirts angepasst werden, um eine optimale
Proteinexpression zu gewdhrleisten (vgl. 3.4.1). Die cDNAs von CYP106A2 und Adx erreichten
CAl-Werte von 0.33 bzw. 0.35 und bendtigten somit keine Optimierung. Das AdR-Gen zeigte
dagegen nur einen CAIl von 0.12, weshalb es auf die Kodonvorliebe von B. megaterium
angepasst (CAl = 0.96) und von Geneart synthetisiert wurde. Auf Versuche die nicht-
optimierte cDNA von AdR in B. megaterium zu exprimieren wurde verzichtet, da bereits
zahlreiche Studien durchgefiihrt wurden, in denen gezeigt wurde, dass Gene, die einen CAI <
als 0.3 besaRen erst dann erfolgreich in B. megaterium Uberexprimiert werden konnten,
nachdem die cDNA auf die Kodonpraferenz des Expressionswirts angepasst wurde. So
konnte die Hydrolase TfH aus Thermobifidia fusca, fiir die ein CAl von 0.16 bestimmt wurde,
erst nach Genoptimierung (CAIl = 0.98) erfolgreich in B. megaterium exprimiert werden (Yang
et al. 2007). Ein ahnliches Phanomen wurde auch schon fir Expressionen in E. coli
beobachtet (Hussain und Ward 2003; Jia und Li 2005).

Nach erfolgreicher Ligation der Zielgene in den B. megaterium Shuttle-Vektor pSMF2.1,
wurde das resultierende Plasmid pSMF2.1CAA (vgl. Abb. 3.31) mit Hilfe einer
Polyethylenglykol (PEG) basierten Methode in protoplastierte B. megaterium ATCC 13368
Zellen eingeschleust. Nach Induktion der Proteinexpression und anschliefRender Zelllyse

konnte jedoch weder mit SDS-PAGE noch mit Western-Blot Analysen eine Uberexpression
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von CYP106A2 und seiner Redoxpartner nachgewiesen werden. Das Genom von B.
megaterium ATCC 13368 wurde bisher nicht entschlisselt und weiterhin existiert keine
Information dariiber, ob in diesem Stamm bereits natlirliche Plasmide enthalten sind. Da die
meisten B. megaterium Stamme mehr als vier Plasmide beinhalten (Vary et al. 2007), kann
davon ausgegangen werden, dass B. megaterium ATCC 13368 ebenfalls Plasmide in sich
tragt. Der wohl am besten untersuchte B. megaterium Stamm QM B1551 beinhaltet sieben
Plasmide mit unterschiedlichen Kopienzahlen, die ca. 11 % der zelluliren DNA dieses
Bakteriums tragen (Gamer et al. 2009). Die auf diesen Plasmiden enthaltenen Gene kodieren
beispielsweise fir Proteine, die an der Zellteilung, der Zellwandhydrolyse, der Resistenz
gegeniber Schwermetallen und dem Antibiotikum Rifampicin beteiligt sind (Scholle et al.
2003; Kunnimalaiyaan und Vary 2005). Eine mogliche Erkldarung fir die nicht erfolgte
Expression von CYP106A2, AdR und Adx kdnnte darin liegen, dass das Plasmid pSMF2.1CAA
mit den natlirlichen Plasmiden von B. megaterium ATCC 13368 nicht kompatibel ist.
Interessanterweise zeigte der transformierte Stamm in einem Aktivitatsassay keinen Umsatz
von KBA (vgl. Abb. 3.32). Somit scheint die Einfihrung des Expressionsplasmids den
Metabolismus dieses grampositiven Bakteriums dahingehend zu beeinflussen, dass das in
der stationaren Wachstumsphase gebildete CYP106A2 nicht mehr produziert werden kann.

Um das mogliche Inkompatibilitdtsproblem zwischen dem Expressionsplasmid und den evtl.
vorhandenen Plasmiden von B. megaterium ATCC 13368 zu umgehen, wurde flr weitere
Expressions- und Umsatzstudien der plasmidfreie B. megaterium Stamm MS941 ausgewihlt,
der bereits erfolgreich zur Expression einer Vielzahl verschiedener Proteine eingesetzt wurde
(Stammen et al. 2010). Dieser Stamm ist eine Mutante des B. megaterium Stamms DSM319,
die durch einen Knockout der neutralen Protease nprM entstanden ist (Wittchen und
Meinhardt 1995). Das Genom von DSM319 wurde 2011 vollstandig entschlisselt (Eppinger
et al. 2011) und beinhaltet neben dem Cytochrom P450 BM1 zwei weitere P450, die bisher
jedoch noch nicht benannt wurden. Allerdings ist in diesem Stamm kein Gen enthalten, das
flr CYP106A2 kodiert. Nach Protoplastentransformation dieses B. megaterium Stammes mit
pSMF2.1CAA und anschliefender Induktion der Proteinexpression mit Xylose konnte mit
Hilfe von SDS-PAGE sowohl eine Uberexpression von CYP106A2 als auch von AdR
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 3.33). Eine Expression von Adx konnte mit dieser Methode
allerdings nicht aufgezeigt werden, da es in etwa die gleiche GréRe wie Lysozym (~ 14.4 kDa)

besitzt, welches zur Zelllyse verwendet worden war und im SDS-Gel die Proteinbande von
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Adx Uberlagerte (vgl. Abb. 3.33). Ein erfolgreicher Nachweis fiir die Koexpression der drei
Proteine in B. megaterium konnte aber durch Western-Blot-Analysen erbracht werden (vgl.
Abb. 3.34). Somit konnte im Zuge dieser Arbeit erstmals ein rekombinantes
Expressionssystem fiir Cytochrome P450 in Bacillus megaterium entwickelt werden. Ebenso
konnte in den CO-Differenzspektren der entsprechenden B. megaterium Lysate jeweils ein
Absorptionsmaximum von 450 nm erhalten werden, was die korrekte Inkorporation von
Ham in CYP106A2 beweist (vgl. Abb. 3.35). Nach alleiniger Expression von CYP106A2 wurde
nach 24 h 741 nmol aktives P450/L Medium erhalten (vgl. Tab. 3.3). Die Ausbeute an aktivem
CYP106A2 konnte somit im Vergleich zu der von Berg et al. publizierten Menge (40 nmol
CYP106A2/L Medium) (Berg und Rafter 1981), die durch den natirlichen B. megaterium
Stamm ATCC 13368 in der stationdren Wachstumsphase der Zellen produziert wurde, um
das 18-fache gesteigert werden. Eine Erhéhung der Expressionsperiode auf 48 h fihrte zu
einer weiteren Steigerung der Ausbeute (1120 nmol P450/L Medium) an aktivem CYP106A2
um das 1.5-fache. Allerdings sind die in dieser Arbeit erhaltenen Ausbeuten an CYP106A2
deutlich geringer als die durch Expression in E. coli erhaltenen Mengen. So konnte Lisurek et
al. nach Expression von CYP106A2 im E. coli-Lysat ca. 13000 nmol CYP106A2/L Kultur
erhalten (Lisurek 2004). Interessanterweise verringerte sich die P450 Ausbeute durch die
zusatzliche AdR-Expression in B. megaterium um etwa die Halfte und nach Koexpression von
CYP106A2, AdR und Adx wurde nur noch ca. 1/3 der P450 Menge erhalten (vgl. Tab. 3.3).
Dies lasst darauf schlieRen, dass B. megaterium einen Regulationsmechanismus besitzt, der
nur die heterologe Expression einer festgesetzten Gesamtproteinmenge erlaubt. Es ware
sicherlich interessant, diesen Regulationsmechanismus naher zu untersuchen, um
herauszufinden, auf welcher Stufe der Proteinproduktion diese Regulation stattfindet.

Nach erfolgreicher Expression der Zielgene in B. megaterium MS941 wurde durch einen
Ganzzellumsatz mit KBA Uberprift, ob die Proteine auch katalytisch aktiv sind. Als
Negativkontrolle diente hierbei der Stamm B. megaterium MS941, der das Plasmid pSMF2.1
enthielt. Umsatzversuche mit KBA wurden sowohl mit dem Stamm durchgefiihrt, der nur
CYP106A2 produzierte als auch mit dem Stamm, der neben CYP106A2 die hetreologen
Redoxpartner AdR und Adx koexprimiert. Beide Stamme zeigten nach HPLC-Analyse das
gleiche Produktmuster, das bereits mit dem B. megaterium Stamm ATCC 13368 bzw. mit
dem rekonstituierten in vitro System erhalten wurde (vgl. Abb. 3.6, Abb. 3.27 und Abb. 3.36).

Dies bedeutet, dass in B. megaterium MS941 ein Elektronentransfersystem existieren muss,
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das mit CYP106A2 interagieren kann. Da neben dem Cytochrom P450 BM1 zwei weitere
P450-Gene in diesem Stamm enthalten sind, kann angenommen werden, dass deren
Redoxpartner in der Lage sind, Elektronen auf CYP106A2 zu Ubertragen. Es wurde bereits
gezeigt, dass CYP106A2 mit einer Vielzahl verschiedener Redoxpartner interagieren kann
(Goni et al. 2009). In weiteren Arbeiten kdonnten die fiir diese Proteine kodierenden Gene
mit Hilfe von computerbasierten Analysen des Genoms identifiziert, in E. coli exprimiert und
anschlieRend in einer in vitro-Reaktion mit CYP106A2 auf ihre Fahigkeit, Elektronen auf
dieses P450 zu Ubertragen, Uberprift werden. Aufgrund der Tatsache, dass mit beiden
Stammen nach einer Inkubationsperiode von 8 h ein vollstandiger Umsatz von KBA erfolgt
war, wurde mit beiden Stammen ein zeitabhdngiger Ganzzellumsatz durchgefiihrt. Damit
wurde Uberprift, ob durch Koexpression der Redoxpartner eine zusatzliche Steigerung der
Produktivitat erreicht wird oder ob das natirliche Elektronentransfersystem von B.
megaterium MS941 ausreicht, um den Bedarf an Elektronen zu decken. Durch Verwendung
des Koexpressionsstamms konnte dabei eine Verkirzung der Reaktionszeit fiir einen
vollstandigen Umsatz von KBA von 180 min auf 100 min erzielt werden (vgl. Abb. 3.37 ). Dies
beweist, dass das in MS941 enthaltene Redoxsystem nicht in der Lage ist, den durch die
Uberexpression von CYP106A2 entstandenen zusatzlichen Bedarf an Elektronen vollstandig
zu decken. Somit fiihrt eine zusatzliche Koexpression von Adx und AdR zwar zu einer
verminderten P450-Expression (vgl. 3.4.3), aber trotzdem zu deutlich héheren Umsatzraten.
Dies bedeutet, dass in diesem Ganzzellsystem die Konzentration der Redoxpartner den
limitierenden Faktor darstellt. So wurde in Experimenten mit Cytochrom P450 Systemen aus
Streptomyces bereits vermutet, dass die Menge an verfligbarer Ferredoxin Reduktase den
Faktor darstellt, der die P450 Aktivitat limitiert (Hussain und Ward 2003). Die in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse sind somit konsistent mit denen von Rauschenbach et al. und
Ruijssenaars et al. publizierten CYP106A2 basierten Ganzzellumsitzen nach Uberexpression
des P450 in Bacillus subtilis bzw. Pseudonomas putida (Rauschenbach et al. 1993;
Ruijssenaars et al. 2007). Rauschenbach konnte durch Uberexpression von CYP106A2 in
Bacillus subtilis, welcher ein Redoxsystem beinhaltet, das mit CYP106A2 interagiert
innerhalb von 24 h ca. 5 mg mehr 15B-Hydroxy-FMDOC produzieren, als mit dem natirlichen
Produzenten B. megaterium ATCC 13368 (Rauschenbach et al. 1993). Durch Expression von
CYP106A2 in Pseudonomas putida, dessen aus Putidaredoxin Reduktase und Putidaredoxin

bestehendes Redoxsystem ebenfalls Elektronen auf CYP106A2 transferieren kann, konnten
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100 uM Testosteron innerhalb von 72 h zu 0.7 % in 15B-Position hydroxyliert werden und
durch eine zusitzliche Uberexpression eines 4Fe-4S-Ferredoxins (fer) aus Bacillus subtilis
konnten 6.9 % von Testosteron zu 15B-Hydroxytestosteron umgesetzt werden (Ruijssenaars
et al. 2007). Das in dieser Arbeit hergestellte rekombinante System fihrt somit zu deutlich
hoheren Umsatzraten als die bereits publizierten, auf Bacillus subtilis und Pseudonomas
putida basierenden Ganzellsysteme. Weiterhin ist B. megaterium als Expressionswirt
eindeutig Bacillus subtilis vorzuziehen, da B. megaterium eine deutlich hohere
Plasmidstabilitat aufweist (Kim 2003). Aufgrund der oben aufgefihrten Ergebnisse wurde fiir
alle weiteren in vivo Substratumsatze, der B. megaterium MS941 Stamm verwendet, der
CYP106A2, AdR und Adx koexprimiert. Mit diesem Stamm konnten die Substrate 17a-
Methyltestosteron, GA und Abietinsdaure ebenfalls zu den gleichen Produkten konvertiert
werden, die bereits mit Hilfe des CYP106A2 abhéangigen in vitro-Rekonstitutionsassasys und
dem B. megaterium Stamm ATCC 13368 erhalten wurden (vgl. Abb. 3.38, Abb. 3.39 und Abb.
3.40). Eine Evaluierung des neu entwickelten Biokatalysators erfolgte durch zeitabhangige
Substratumsatze, die mit den Umsatzen des natlirlichen Produzenten B. megaterium ATCC
13368 verglichen wurden (vgl. Abb. 3.41, Abb. 3.42, Abb. 3.43 und Abb. 3.44). Die

erhaltenen relativen Produktivitaten beider Stamme sind in Abb. 4.2 zusammengestellt.
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Abb. 4.2 Relative Produktbildung in mg Produkt/L/d nach Umsatz von 100 uM Abietinsdure, 100 uM GA, 100
UM KBA und 500 uM 17a-Methyltestosteron mit B. megaterium ATCC 13368 (schwarze Balken) bzw. B.
megaterium MS941, der CYP106A2, AdR und Adx koexprimiert (rote Balken).
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Anhand des in Abb. 4.2 dargestellten Balkendiagramms wird eindeutig ersichtlich, dass mit
Hilfe des rekombinanten Systems fiir den Umsatz aller in dieser Arbeit verwendeten
Substrate eine deutliche Steigerung der Produktbildung im Vergleich zum natirlichen
Produzenten B. megaterium ATCC 13368 erreicht wurde. Dies wird insbesondere bei den
Umséatzen der pentacyclischen Triterpensduren GA und KBA deutlich. Hier konnte die
Bildung der jeweiligen Hauptprodukte 7B-Hydroxy-GA bzw. 15a-Hydroxy-KBA durch Einsatz
des rekombinanten Biokatalysators um das 20-bzw. 15-fache gesteigert werden. Beim
Umsatz von Abietiensdaure wurde eine Steigerung der relativen Produktbildung von 12a-
Hydroxyabietinsdure um den Faktor 6 und von 12p3-Hydroxyabietinsdure um den Faktor 2.5
erreicht. Die Bildung von 15B-Hydroxy-17a-Methyltestosteron konnte im Vergleich zum
Umsatz mit B. megaterium ATCC 13368 um das 2.7-fache gesteigert werden. Die

produzierten mg-Mengen der Hauptprodukte sind in Tab. 4.3 dargestellt.

Tab. 4.3 Die von B. megaterium ATCC 13368 und B. megaterium MS941 (pSMF2.1CAA) produzierte
Produktmengen in mg/L/d.

B. megaterium | B. megaterium MS941 | Steigerungs-
Produkt ATCC 13368 (pPSMF2.1CAA) faktor
(mg/L/d) (mg/L/d)
15B-Hydroxy-Methyltestosteron 477.7 1270.0 2.7
12a-Hydroxyabietinsaure 12.8 78.8 6.0
12p-Hydroxyabietinsdure 19.0 48.4 2.5
150a-Hydroxy-KBA 37.6 560.7 15.0
7B-Hydroxy-GA 27.2 546.8 20.0

Diese Ergebnisse verdeutlichen wiederum, dass Steroide von CYP106A2 schneller umgesetzt
werden als die carbonsdurehaltigen Substrate. Die mit dem rekombinanten System
erhaltenen relativen Produktivitdten sind desweiteren vollstédndig konsistent mit den in den
in vitro-Reaktionen bestimmten Umsatzgeschwindigkeiten (vgl. Tab. 3.2). Hier konnte fiir
den Umsatz von 17a-Methyltestosteron der hochste Vp.x-Wert bestimmt werden, gefolgt
von KBA, GA und Abietinsaure.

Es ist anzumerken, dass die in dieser Arbeit erfolgten Umsatzexperimente in
Schikanenkolben durchgefiihrt wurden. Ein Ganzzellumsatz in einem Fermenter wirde
sicherlich zu einer weiteren Steigerung der Umsatzraten fiihren, da hier Reaktionsparameter

wie der pH-Wert, Sauerstoffzufuhr und Riihrgeschwindigkeit konstant gehalten werden
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kénnen. AuBerdem konnten mit diesem System zusatzlich Fitterungsexperimente

durchgefiihrt werden.

4.5 Einfluss der Redoxpartner auf die Regioselektivitdt der Hydroxylierung

Interessanterweise wurden mit den in dieser Arbeit verwendeten P450 Systemen
unterschiedliche Regioselektivitaten bei der Produktbildung festgestellt. B. megaterium
MS941, der neben CYP106A2 die heterologen Redoxpartner AdR und Adx koexprimierte,
zeigte die gleiche Regioselektivitdt bei der Hydroxylierung der einzelnen Produkte, die
bereits in der in vitro Reaktion mit dieser Redoxkette beobachtet wurden. Ein Umsatz der
einzelnen Substrate mit B. megaterium ATCC 13368, bei dem CYP106A2 mit seinen
naturlichen  Elektronentransferpartnern  Megaredoxin  und  Megaredoxinreduktase
interagierte, flihrte zwar zu identischen Produkten, diese wurden jedoch in
unterschiedlichen prozentualen Anteilen im Vergleich zur in vitro Reaktion bzw. zum
rekombinanten System gebildet (Abb. 4.3). Lediglich bei der Umsetzung von KBA waren die
prozentualen Anteile der Produkte P3 und P4 im in vitro-System nicht mit denen des
rekombinanten Systems identisch (Abb. 4.3). Die Redoxpartner haben somit einen
entscheidenden Einfluss auf die Regioselektivitdat der Hydroxylierung. Maoglicherweise
induzieren die beiden Redoxketten wahrend der  Elektronenibertragung
Konformationsdanderungen im P450, die dann zu einer Bevorzugung unterschiedlicher
Hydroxylierungspositionen fiihren.

Dieses Phdanomen wurde ebenfalls bei der Hydroxylierung von Testosteron durch CYP106A2
von Ruijssenaars et al. beobachtet. Bei Einsatz von B. megaterium ATCC 13368 wurden die
Produkte 15B-Hydroxytestosteron und 6p3-Hydroxytestosteron in einem Verhaltnis von 5.1
zu 1 gebildet. Eine Koexpression von CYP106A2 mit dem Ferredoxins fer aus Bacillus subtilis
in Pseudonomas putida lieferte die beiden Produkte dagegen in einem Verhaltnis von 4.2 zu

1 (Ruijssenaars et al. 2007).
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Abb. 4.3 Einfluss der Redoxpartner auf die Regioselektivitdt. A) Produktverteilung nach Umsatz von 18-
Glycyrrhetinsaure; B) Produktverteilung nach Umsatz von Abietinsdure und C) Produktverteilung nach Umsatz
von 11-Keto-B-boswelliasdure. Die prozentualen Produktanteile nach der in vitro Reaktion sind in griin, die
nach Umsatz mit dem rekombinanten System in hellblau und die nach Ganzzellkatalyse mit B. megaterium
ATCC 13368 sind in dunkelblau dargestellt.

Im Hinblick auf eine mogliche biotechnologische Anwendung von CYP106A2 ist dieses
Phdanomen natirlich &ullert interessant, da das Produktmuster durch den Einsatz
unterschiedlicher Elektronentransferketten beeinflusst werden kann.

AbschlieBend kann gesagt werden, dass die zuvor gesteckten Ziele durch die verwendeten
Methoden voll erreicht werden konnten. Das Substratspektrum von CYP106A2 konnte
erfolgreich erweitert werden, wodurch neue Erkenntnisse (iber die Substratspezifitat dieses
Enzyms erhalten wurden. Dariiber hinaus konnten durch die Entwicklung des rekombinanten
CYP106A2 basierten Biokatalysators Grundlagen erarbeitet werden, die eine zukinftige

biotechnologische Anwendung von CYP106A2 ermdglichen.
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Anhang

6 Anhang
6.1 Verwendete Expressionsplasmide

6.1.1 Expressionsplasmide fiir E. coli

P_tac 2‘-¥
P_tac 1~ | [Ndel
P_lacUV5~, ald/

—
“\$ ~ AdR

N

KpnI
—Adx

i~ EcoRL
HindIII

Abb. 6.1 Plasmide zur Koexpression von CYP106A2 und AdR/Adx. Der 6.7-kb groRe Vektor pBar_Twin
beinhaltet zwei Kopien des tac und einen lacUV5 Promoter, die cDNAs von AdR und Adxsi, das B-
Lactamasegen und den High-copy Replikationsursprung der pUC Plasmidserie sowie ein Ampicillinresistenzgen.
Die cDNA von CYP106A2 befindet sich auf dem 5.4 kb groRen Plasmid pACYC_FHH2.8 unter der Kontrolle des
tac Promoters und eines vom rrnB-Gen abgeleiteten Transkriptionterminators. Das Plasmid enthalt den Low-

Copy pMB1 Replikationsursprung und die Sequenz des Chloramphenicol-Resistenzgenes (Hannemann et al.
2006).

Ptac2
Ptacl _Ndel (7500)

PlacUVvs

pPBAR Tripel : et (1606)

EcoR| (1754)
7500 bp

T~

LB-ADH
b sall (2537)
Hird 111 (2552)

pUC origin Terminator

Abb. 6.2 Plasmid zur Koexpression von AdR/Adx/LB-ADH. Der 7.5-kb groRe Vektor pBar Tripel beinhaltet zwei
Kopien des tac und einen lacUV5 Promoter, die cDNAs von AdR, Adx,.10s und LB-ADH, das B-Lactamasegen und
den High-copy Replikationsursprung der pUC Plasmidserie sowie ein Ampicillinresistenzgen.
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6.1.2 Expressionsplasmide fiir Bacillus megaterium

-35-Box
-10-box
PxylA
Nhel (538)

xR

T spel (572)
CYP106A2

oriu [ / -
N

| Nhel (1676)
repU B.cereus o, __Mlul (1832)
] pSMF2.1C ;‘éjif’s hl (1860}
7764 bp | P !
/)7 oriEcoli
¢

Tet Bacillus cereus

Amp E.coli
P amp

Zral blunt

Abb. 6.3 Expressionsplasmid zur rekombinanten Proteinproduktion in Bacillus megaterium. Der 7.764 bp grofle
Vektor pSMF2.1C beinhaltet die cDNA von CYP106A2. Elemente fiir die rekombinante, induzierbare
Genexpression in B. megaterium sind der durch Xylose induzierbare Promotor (PxylA) und das fir den
Xyloserepressor kodierende Gen (xylIR). Elemente fir die Plasmidreplikation in Bacillus sind der
Replikationsursprung oriU, RepU, und das Tetracyclinresistenzgen. Elemente flr die Plasmidreplikation in E.coli
sind der Replikationsursprung (ori E.coli) und das Ampizillinresistenzgen.

xylR

PxylA
Spel (572)
CYP106A2

oriu

RepU B.cereus Miu | (1832)

Kpn| (1842)

I pSMF2.1CAA

9525 bp AR

Tet. B.cereus Sac | (3259)
Bsr Gl (3261)
Adx

Sphl (3621)
Amp. Ecoli Not| (3624)

ori Ecoli

Abb. 6.4 Koexpressionsplasmid zur rekombinanten Proteinproduktion in Bacillus megaterium. Der 9.525 bp
groBe Vektor pSMF2.1CAA beinhaltet die cDNAs von CYP106A2, AdR und Adx. Elemente fir die rekombinante,
induzierbare Genexpression in B. megaterium sind der durch Xylose induzierbare Promotor (PxylA) und das fur
den Xyloserepressor kodierende Gen (xyl/R). Elemente fir die Plasmidreplikation in Bacillus sind der
Replikationsursprung oriU, RepU, und das Tetracyclinresistenzgen. Elemente flr die Plasmidreplikation in E.coli
sind der Replikationsursprung (ori E.coli) und das Ampizillinresistenzgen (Bleif et al. 2011b).
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6.2 Losungen und Puffer fiir die Protoplastenpraparation und Transformation

von B. megaterium

2 x AB3 (Antibiotic Medium No. 3)

7 g AB3 in 200 ml dH,0

2 x SMM

1.16 g Maleinsaure (0.04 M)

0.8 g NaOH (0.08 M)

2.03 g MgCl, x 6H,0 (0.04 M)

85.58 g Saccharose (1 M)

in ca. 130 ml dH,0 in der angegebenen Reihenfolge |6sen
pH mit HCl auf 6.5 einstellen

mit dH,0 auf 250 ml auffillen

SMMP

2xAB3 und 2 xSMM 1:1

PEG-P
20 g PEG-6000 auf 50 ml mit 1 x SMM auffiillen

CR5-Topagar (500 ml)

Losung A:

51.5 g Saccharose

3.25 g MOPS

0.3 g NaOH

auf 250 ml mit dH,0 auffillen
pH mit NaOH auf 7.3 einstellen
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Lésung B:

2g Agar

0.1 g Casamino-Acids

5 g Hefe-Extrakt

mit 142.5 ml dH,0 auffiillen

8 x CR5-Salze

1.25 g K,S0;4

50 g MgCl, x 6H,0
0.25 g KH,POq4

11 g CaCl,

in 625 ml dH,0 l6sen

12 % Prolin
3 g Prolin
auf 25 ml mit dH,0 auffillen

20 % Glucose
20 g Glucose

auf 100 ml mit dH,0 auffillen

Fiir 3.5 ml CR5-Topagar

1.75 ml Lésung A

1 ml Losung B

0.346 ml CR5-Salze
0.175 ml 12 % Prolin
0.175 ml 20 % Glucose
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6.3 Sequenzen

Auf den Codon Adaptation Index (CAl) von B. megaterium optimierte cDNA von AdR.

atgtctacacaagaacaaacacctcaaatttgtgtagtaggatctggacctgctggattttatacagctcaacatcttttaaaacatca
ttctcgegctcatgtagatatttatgaaaaacaacttgtaccttttggattagttcgttttggagtagetcctgatcatcctgaagtaaa
aaacgtaattaacacatttacacagacagctcgttctgatcgttgtgctttttatggaaatgtagaagtaggacgtgatgtaacagta
caagaacttcaagatgcttatcatgctgtagtattatcttatggtgctgaagatcatcaagcetttagatattccaggtgaagaattacc
tggtgtattttctgctcgtgcttttgtaggatggtataatggattacctgaaaatcgtgaattagetectgatttatcttgtgatacaget
gtaattttaggacaaggcaacgtagctttagatgtagctcgtattttattaacacctccggatcatttagaaaaaacggatattacag
aagctgctcttggagctttacgtcaatctcgtgtaaaaacagtatggattgtaggacgtcgtggacctttacaagtagettttacgatt
aaagaacttcgcgaaatgattcaattacctggaacacgtcctatgttagatcctgctgattttttaggacttcaggatcgtattaaaga
agctgcacgtcctcgtaaacgtttaatggaattattattacgtacagctacagaaaaacctggtgtagaagaagctgctcgtagage
atctgcttctcgtgcttggggattacgtttttttcgtageecctcaacaagtattaccttctectgatggacgtegtgetgetggaattegtt
tagctgtaacacgtttagaaggtattggagaagctacacgtgctgtacctacaggtgatgtagaagatttaccttgtggacttgtatta
agctctattggatataaatctcgtcctattgatccttctgtaccttttgatcctaaattaggtgtagtacctaatatggaaggacgtgtag
tagatgtacctggattatattgttctggatgggtaaaacgtggacctacaggtgtaattacaacaacaatgacagatagctttttaac
aggccaaattcttttacaagatcttaaagctggacatttaccttcaggacctcgtectggatctgettttattaaagctttacttgattct

cgtggagtatggcctgtatctttttctgattgggaaaaattagatgctgaagaagtatctagaggacaagcettctggaaaacctegtg
aaaaattattagatcctcaagaaatgcttcgtttacttggecactaa
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6.4 Veroffentlichungen und Patente

Bleif S., Hannemann F., Zapp J., Hartmann D., Jauch J., Bernhardt R.
A new Bacillus megaterium whole-cell catalyst for the hydroxylation of the pentacyclic
triterpene 11-keto-B-boswellic acid (KBA) based on a recombinant cytochrome P450 system.

Appl. Microbiol. Biotechnol. (2011) in press.

Bleif S., Hannemann F., Lisurek M., von Kries J.P., Zapp J., Dietzen M., Antes |., Bernhardt R.
Identification of CYP106A2 as a regioselective allylic bacterial diterpene hydroxylase.

ChemBioChem (2011), 12 (4): 576-582.

Zehentgruber D., Hannemann F., Bleif S., Bernhardt R, Litz S.

Towards preparative scale steroid hydroxylation with cytochrome P450 monooxygenase
CYP106A2.

ChemBioChem (2010), 11(5): 713-721.

Bleif S., Hannemann F., Lisurek M., von Kries J.P., Zapp J., Jauch J., Bernhardt R.
Biokatalysator fiir die Hydroxylierung von Di-und Triterpenen.

Patent (2009), DE 102009025996.1.

Weiterhin sind zwei Veroffentlichungen als Koautor in Vorbereitung, die die Ergebnisse des
Glycyrrhetinsdureumsatzes und den Einfluss der Redoxpartner auf die Regioselektivitat der

CYP106A2-abhangigen Hydroxylierung beinhalten.

Teile der vorliegenden Arbeit wurden auf folgenden internationalen Konferenzen

prasentiert:

Bleif S, von Kries J.P., Lisurek M., Hannemann F., Bernhardt R.

New substrates of CYP106A2 from Bacillus megaterium ATCC 13368. (Vortrag)

6th Status Seminar Chemical Biology, DECHEMA, Frankfurt, Deutschland, 30. November-1.
Dezember, 2009.
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Bleif S, von Kries J.P., Lisurek M., Hannemann F., Bernhardt R.
New potential substrates of CYP106A2 from Bacillus megaterium ATCC 13368. (Poster)
16th International Conference on Cytochrome P450, Nago, Okinawa, Japan, 21. -25. Juni,

20009.

Bleif S, von Kries J.P., Lisurek M., Hannemann F., Bernhardt R.

New substrates of CYP106A2. (Poster)

FEBS Advanced Course, Cytochrome P450 Systems: from Structure to Application, Kranjska
Gora, Slowenien, 23.-28. September, 2008.
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