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Summary

Summary

Cytochromes P450 are versatile biocatalysts th&alyze the regio- and stereospecific
oxidation of non-activated hydrocarbons. In theayea ofBacillus megateriunDSM319, a
strain who has recently been sequenced, genes irgcogtochromes P450 and potential
redox partners of the cytochromes P450 were idedtif Three cytochromes P450,
CYP106A1, CYP109E1 und CYP109A2, and eight potétiologous redox proteins, one
flavodoxin (FId), four ferredoxins and three ferogth reductases, were cloned, expressed
and purified. FId and three ferredoxins were aldestipport the activity of the P450s
displaying the first cloned natural redox partnefsytochromes P450 frol8. megaterium
Using gRT-PCR a co-expression of the P450s with Ufider iron limiting conditions and
with one ferredoxin under sufficient iron supply svalemonstrated indicating th#&.
megateriumcan switch between different redox proteins depagndn the iron level. For all
cytochromes pharmaceutically interesting substrhkessteroids, terpenes und vitamin D3
were identified. In order to provide sufficient ammbs of the products to characterize them
structurally by NMR spectroscopy, recombinaBt megaterium MS941 whole-cell
biocatalysts were constructed, which are also @meshbfor a biotechnological application of
the cytochrome P450 systems. Thereby, CYP109Elideasified as the first wildtype 16
steroidhydroxylase.



Zusammenfassung

Zusammenfassung

Cytochrome P450 sind vielseitige Biokatalysatordig, die regio- und stereospezifische
Oxidation nicht-aktivierter Kohlenwasserstoffe Kgseéeren. In dem Genom des kirzlich
sequenziertenBacillus megateriumStammes DSM319 wurden Gene identifiziert, die
Cytochrome P450 und mdgliche Redoxpartner kodierBmei Cytochrome P450,
CYP106A1, CYP109E1 und CYP109A2, sowie acht poddistautologe Redoxproteine, ein
Flavodoxin (Fld), vier Ferredoxine und drei Fermeido Reduktasen, wurden Kkloniert,
exprimiert und gereinigt. FId und drei Ferredoxieren in der Lage, die Aktivitat der P450s
zu unterstitzen und stellen damit die ersten kiteme nattrlichen Redoxpartner von
Cytochromen P450 auB. megateriundar. Mittels gRT-PCR wurde eine Koexpression der
P450s mit Fld unter Eisenmangel und mit einem e bei ausreichender
Eisenversorgung nachgewiesen, so dadssnegateriumin Abhangigkeit des verfugbaren
Eisens zwischen verschiedenen Redoxproteinen wleckaan. Fir alle drei Cytochrome
konnten pharmazeutisch interessante Substrate wEmi&e, Terpene und Vitamin D3
identifiziert werden. Um ausreichende Mengen deodBkte fir eine strukturelle
Charakterisierung mittels NMR zur Verfugung zu lIstel wurden rekombinanteB.
megateriumMS941 Ganzzellbiokatalysatoren konstruiert, weleueh die Grundlage fur
einen biotechnologischen Einsatz der Cytochrom P3%€teme bilden. Dabei konnte mit
CYP109EL1 die erste bakterielle Wildtypt6teroidhydroxylase identifiziert werden.



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Cytochrom P450 Systeme

1.1.1 Allgemeine Aspekte

Cytochrome P450 (CYPs, P450s) stellen eine Supérdavwon H&m b enthaltenden externen
Monooxygenasen dar, die ein Eisen-Protoporphyrab{prosthetische Gruppe enthalten. Im
Jahre 1958 wurde erstmals ein CO-bindendes Pigaentebermikrosomen von Schweinen
bzw. Ratten isoliert, welches im reduzierten, COwgelenen Zustand ein
Absorptionsmaximum bei 450 nm aufwies (Garfinkeb89Klingenberg 1958). Omura und
Sato wiesen spéater nach, dass es sich bei diesgme® um ein atypisches Hamoprotein
handelte, dem sie aufgrund der Ausbildung des Atbmmsmaximums bei 450 nm im
reduzierten Eisen-CO-Komplex den Namen Cytochrond0Pgaben und das sie naher
charakterisierten (Omura und Sato 1962; Omura watd $964a; Omura und Sato 1964b).
Seither wuchs die Zahl der Cytochrome P450 stetdyjumfasste zu Beginn des Jahres 2013
mehr als 18500 verschiedene Enzyme (Nelson 2018) alen biologischen Reichen
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.htrdlabei unterscheidet sich die Anzahl der
Cytochrome P450 in den verschiedenen OrganismenTainstark: Wahrend der Mensch 57
und Pflanzen oft mehrere Hundert verschiedene @Gytmee P450 enthalten (Ortiz de

Montellano 2010), besitzt das Myxobakteri@arangium cellulosur§o ce56 21 Cytochrom
P450 Gene (Khatri et al. 2010), das Darmbakteritineoli jedoch keines. Die Vielzahl der
identifizierten Cytochrome P450 erforderte eineheitiche Nomenklatur, nach der alle
Cytochrome P450 auf der Basis von Sequenzhomologiageteilt werden. Bei dem
Cytochrom P450 CYP106A1 zum Beispiel steht CYP @ytochrom P450, die arabische
Zahl 106 fur die Familie, der Buchstabe A fur dietéifamilie und die zweite arabische Zahl
1 fur das individuelle Enzym. Bei einer Sequenzid@&nhvon mindestens 40% gehoren

Cytochrome zu einer Familie, bei mindestens 55%u8erjdentitat zu einer Unterfamilie.
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1.1.2 Aufbau und Struktur der Cytochrome P450

Obwohl Cytochrome P450 aus verschiedenen Genfamilggt weniger als 20%
Sequenzidentitat aufweisen, besitzen alle CytockrdPd50 eine ahnliche Faltung und
raumliche Struktur, die auf einen gemeinsamen Mashaus der Sauerstoff Aktivierung
hinweisen (Graham und Peterson 1999). Dabei istkeinstruktur sehr stark konserviert,
wahrend die variableren Regionen an der Substextadng und —bindung sowie der
Redoxpartnerbindung beteiligt sind (Graham und Bete 1999). Die konservierte P450
Kernstruktur wird von einem Vier-Helix-Blindel geibét, das aus den drei parallelen Helices
D, L und | und der antiparallelen Helix E bestefbly. 1.1A) (Presnell und Cohen 1989). Die
Hamgruppe befindet sich zwischen der distalen bHehd der proximalen L-Helix und ist
Uber ein Cystein an den Loop gebunden, der auchHdasbindemotiv FxxGx(H/R)xCxG
enthalt (Denisov et al. 2005). Bei diesem absobuiskrvierten Cystein handelt es sich um
den funften Liganden des Hameisens. Dieser Schigafietl liegt als Thiolat vor und bildet
die Grundlage der charakteristischen namensgebeholsorption des reduzierten Eisen-CO-
Komplexes bei 450 nm (Abb. 1.1B). Aufgrund dieseyst€in Thiolat Gruppe werden
Cytochrome auch als Ham-Thiolat-Proteine bezeictbiet lange I-Helix ist in unmittelbarer
Nahe des Hams lokalisiert und enthalt die konservikonsensussequenz (A/G)GxS(E/D)T.
Das stark konservierte Threonin befindet sich irtivak Zentrum und spielt eine wichtige
Rolle fur die Aktivierung des molekularen Sauerstain Katalysezyklus (Denisov et al.
2005). Die Aminosauren Glutaminsaure und Arginis 8&xR Motivs in der K-Helix bilden
eine weitere konservierte Sequenz, die Bestandllel Cytochrome P450 ist (Nelson et al.
1996). Obwohl die raumliche Struktur der CytochroR¥50 stark konserviert ist, gibt es
zwischen verschiedenen Cytochromen dennoch eingtstelle Diversitat, die es zum
Beispiel ermdglicht, dass Cytochrome Substrate tatesg die sich in ihrer GroRe sehr stark
unterscheiden (Denisov et al. 2005). Auf der stritddten Ebene wird die Substraterkennung
und —bindung durch die sechs sogenannten Subkgatemgsstellen (substrate recognition
sites, SRS) vermittelt (Gotoh 1992) (Abb. 1.1A)e&e bilden die Grundlage dafir, dass
Cytochrome P450 zu den vielseitigsten bekanntekaabysatoren gehdren und erklaren die
bemerkenswerte Vielfalt der katalysierten chemiacReaktionen und die grol3e Zahl der
umgesetzten Substrate (Hannemann et al. 2007).

10
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Abb. 1.1: (A) Die dreidimensionale Struktur aller Cytochromé&®@4st sehr stark konserviert
und wird von verschiedenem-Helices, p-Faltblattern und Loops gebildet. Die
Substraterkennung und -bindung wird durch die se®hlstraterkennungsstellen (SRS)
vermittelt. Die Grafik wurde aus (Denisov et al.08D) entnommen.B) Schematische

Darstellung des P450-Hams im reduzierten Eisen-@Oyex mit dem konservierten

Cystein als funften Liganden des Hameisens. Diésmnplex bildet die Grundlage der
charakteristischen namensgebenden Absorption dectiypme P450 bei 450 nm.

Die prosthetische Hamgruppe der Cytochrome P450 lds nitzlicher Chromophor bei
Untersuchungen zur Bindung von Substraten und itoinén dienen. Durch die Anlagerung
von Substraten oder Inhibitoren verdndert sich Hagmndenfeld des Ham-Eisens, was
spektralphotometrisch verfolgt und zur Bestimmungn vDissoziationskonstanten K
genutzt werden kann. Grundsatzlich werden drei chéeslene Bindungsspektren
unterschieden, bei denen es sich um Typ |, Tymd teverse Typ | Spektren, die auch als
modifizierte Typ Il Spektren bezeichnet werden, dednh(Schenkman und Jansson 1998). Ein
Typ | Spektrum resultiert aus der Verdrangung demlen Wassers von der sechsten
Koordinationsstelle des Ham-Eisens, wodurch einrfjdmeg vom low-spin Zustand (417 nm)
zum high-spin Zustand induziert wird. Dieser higirsZustand ist durch ein Maximum bei
etwa 390 nm und ein Minimum bei etwa 420 nm gekemmnet (Abb. 1.2) und kann
vorwiegend bei der Bindung von Substraten an Cytmuoe P450 beobachtet werden
(Schenkman und Jansson 1998). Wie aus Abb. 1.tgslt, weisen Typll Spektren ein
Minimum bei 390-405 nm und ein Maximum bei 425-486 auf (Schenkman und Jansson

1998) und treten meist bei der Bindung eines Indibian ein Cytochrom auf. Diese oft

11
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Stickstoffatome enthaltenden Inhibitoren stabitsie das geringe Reduktionspotential des
P450 und verhindern die Bindung von Sauerstoff as lam (Locuson et al. 2007). Der
reverse Typ | oder modifizierte Typ Il Shift istneSpiegelbild des Typ | Shifts mit einem
Absorptionsmaximum bei 420 nm und einem Minimum 80 nm (Shimada et al. 2013).
Die genauen, dieser spektralen Verschiebung zugrliedenden, Wechselwirkungen sind

bisher unbekannt.

0,6

—Typl
Typ Il
ol yp
0,2 4
c
s 007
=
-8 J
S .02
7
K]
<
-0,4 -
-0,6
0,8 T : T : T u T u 1
380 400 420 440 460

Wellenlange [nm]

Abb. 1.2 Differenzspektren, die bei der Bindung eines &abss bzw. eines Inhibitors an ein
Cytochrom P450 beobachtet werden. Die Bindung ethdsstrates induziert meist ein Typl-
Spektrum (schwarz), die eines Inhibitors ein Typplektrum (grau).

1.1.3.Reaktionen und Mechanismus der Cytochrome P450

Die Cytochrome P450 fungieren meist als terminatendbxygenasen, indem sie molekularen
Sauerstoff aktivieren und ein Sauerstoffatom in Slakstrat integrieren, wahrend das andere
Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. Da dieofiyiome die fur diese Reaktion
bendtigten Elektronen von einem externen Elektrdoaor erhalten, handelt es sich bei
diesen Enzymen um externe Monooxygenasen. Die @Gygote P450 katalysieren folgende
Reaktion, indem sie NAD(P)H als externen Elektraratobenutzen, wobei RH das Substrat
darstellt und ROH das entsprechende hydroxyliemelkt:
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RH + O, + NAD(PH +H* —* RH + H,O + NAD(P)

Cytochrome P450 sind durch eine sehr hohe Divetsgaliglich der von ihnen katalysierten
Reaktionen und der umgesetzten Substrate chasakteriDie von Cytochromen P450
katalysierten Reaktionen umfassen zum Beispiel ekgrerungen, N-, O- und S-

Desalkylierungen, Sulfoxidationen, Epoxidierungégesaminierungen, Entschwefelungen,
Dehalogenierungen, Peroxidierungen und N-Oxid-Redo&n (Bernhardt 2006). Wegen
dieser Vielseitigkeit sind die Cytochrome in veigdene biologische Prozesse wie die
Assimilierung von Kohlenstoffquellen, die Karzinogse, die Biosynthese von fettldslichen
Vitaminen, Gallensauren, Fettsauren und Steroidbnem, die Degradierung von Herbiziden
und Insektiziden und den Metabolismus von Arzned &remdstoffen involviert (Bernhardt
1996; Bernhardt und Waterman 2007; Urlacher underciB006; Werck-Reichhart und
Feyereisen 2000). Die Substrate der Cytochrome Rtdliellen Steroide, Fettséduren,
Prostaglandine, Pestizide, Arzneistoffe, Karzinegefnasthetika und organische Losemittel
ein (Bernhardt 1996; Bernhardt 2006). Diese hohelséitigkeit beziglich der katalysierten
Reaktionen und der umgesetzten Substrate stellt @mndlage fir das grol3e
biotechnologische Potential der Cytochrome P450 (@@rnhardt 2006; Urlacher und
Girhard 2012): Durch die Aktivitat der Cytochromé3® kann eine Vielzahl von Substanzen
produziert werden, deren chemische Synthese zuepigedurch selektive Hydroxylierungen

sowohl schwierig als auch teuer ist.

Der Katalysezyklus, der allen Cytochrom P450 Realen zugrunde liegt, wurde 1968
basierend auf Untersuchungen an CYP101Al1Rsesidomonas putidand an mikrosomalen
Systemen (Estabrook et al. 1971; Katagiri et ab8)9/orgeschlagen und ist heute in einer
aktualisierten Form allgemein akzeptiert. DieseAbb. 1.3 dargestellte Katalysezyklus, der
eine sequentielle Zwei-Elektronen-Reduktion deso€iytoms P450 beinhaltet, besteht aus 8
Intermediaten (Denisov et al. 2005). Im substrafreZustand ist das Eisen(lll) des Hams
sechsfach koordiniert und befindet sich im low-sgustand. Dabei sind die aquatorialen
Positionen des Eisens mit den vier Stickstoffatomhes Protoporphyrins IX besetzt, wahrend
die axialen Positionen vom Cysteinat und einem \&fasslektl eingenommen werdet).(
Durch die Bindung eines Substrates im aktiven Zentwird das Wassermolekul verdrangt,
wodurch ein Ubergang zum fiinffach koordiniertenhkspin Enzym-Substrat-Komple2)(

hervorgerufen wird. Damit geht auch eine Herabsgjzles Redoxpotentials einher, welche
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wiederum die Reduktion des Fe(lll) zum Fe(IB) (durch ein Elektron erleichtert. Die
Bindung von Sauerstoff fiihrt zu einem Oxy-P450 Kéerp4), der durch Ubertragung eines
zweiten Elektrons zu einem sehr instabilen Perox@H~Intermediat reduziert wird5j,
welches durch Protonierung in die Hydroperoxo-Fefbrm tbergeht®). Durch eine zweite
Protonierung am distalen Sauerstoffatom und arefdhtide Spaltung der O-O-Bindung
entsteht unter Wasserabspaltung ein sehr reakixerEisen(IV)-Komplex, die sogenannte
~,compound 1* (7). Dieser hochreaktive Komplex greift schlie3lichsdSubstrat an und
katalysiert die Insertion des Sauerstoffatoms ig 8abstratg). Das hydroxylierte Produkt
dissoziiert vom Cytochrom ab und der Katalysezykaan wieder mit dem substratfreien,
low-spin Zustand X) starten. Neben dem vollstdndigen DurchlaufenZiddus von () bis

(8) kbnnen jedoch auch Nebenreaktionen auftretenzdieiner Ruckkehr zu KomplexX)(
fuhren, so dass das hydroxylierte Produkt nichtildeb werden kann. Diese auch unter
physiologischen Bedingungen haufig auftretendeneNedmaktionen werden als sogenannte
»=shunt pathways“ bezeichnet. Die am besten untatsuReaktion ist der ,Peroxid Shunt,
bei der der Hydroperoxo-Fe(lll)-KompleX)(unter Abspaltung von ¥, in die high-spin
Enzym-Substrat-Forn2] tibergeht. Eine weitere Shunt Reaktion stelltAlidooxidation des
Oxy-P450 Komplexesd) zum ZustandZ) dar. Daneben existiert der ,Oxidase Shunt": Dabei
wird Sauerstoff unter Verbrauch von zwei MolekiMAD(P)H zu Wasser reduziert, so dass
der Oxo-Eisen(lV)-Komplex?) in die high-spin Enzym-Substrat-For@) (ibergeht.
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Abb. 1.3 Katalysezyklus der Cytochrome P450, gedndert (2ehisov et al. 2005).

1.1.4 Redoxpartner der Cytochrome P450

Wie bereits erwahnt, sind die Cytochrome P450 fig Austbung ihrer katalytischen
Aktivitat auf die Bereitstellung von Elektronen dbr einen externen Elektronendonor

angewiesen. Die meisten Cytochrome P450 sind jedatti in der Lage, mit dem externen

primaren Elektronendonor NAD(P)H direkt zu

inteexgn, sondern ein oder zwei

Hilfsproteine sind notwendig, um Elektronen von N@JIH auf das Cytochrom P450 zu

Ubertragen. Bezuglich der Proteinkomponenten, diedar Elektronentransfer Reaktion
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beteiligt sind, kénnen die Cytochrom P450 Systemeverschiedene Klassen eingeteilt
werden (Hannemann et al. 2007). Eine der beiden ptieEssen stellt der
bakterielle/mitochondriale Typ der Cytochrom P45@st8me dar (Klasse 1), in dem die
Elektronen von NAD(P)H durch eine FAD-haltige Felorin Reduktase und ein Ferredoxin
auf das Cytochrom P450 Ubertragen werden (AbbAl1B). Im bakteriellen System liegen
dabei alle drei Komponenten in l6slicher Form Jvor.mitochondrialen System hingegen ist
nur das Ferredoxin l6slich, wahrend die Ferredd®eduktase membranassoziert und das
Cytochrom membrangebunden ist. Bei der Ferredoxomponente der Mitochondrien
handelt es sich um ein [2Fe-2S]-Cluster Ferredowiahrend in Bakterien daneben auch
andere Cluster Typen beschrieben sindstieptomyces griseusd Bacillus subtiliskonnten
zum Beispiel [3Fe-4S]- und [4Fe-4S]-Cluster Ferrede als autologe Redoxpartner der
Cytochrome P450 identifiziert werden (Chun et aQl0Z, Girhard et al. 2010). Die
mikrosomalen P450 Systeme bilden die zweite Haap#id (Klasse II) und sind dadurch
gekennzeichnet, dass sie eine Diflavin-CytochromOFdeduktase (CPR) und das Cytochrom
P450 selbst enthalten (Abb. 1.4 C). Die CPR besitet~FAD und ein FMN als prosthetische
Gruppe und ist wie das Cytochrom P450 in der ER-btam gebunden. Neben diesen beiden
Hauptklassen existieren (vorwiegend in Bakteriemjiteve Elektronentransfersysteme, die
andere Komponenten wie Flavodoxine anstelle vomeBexinen besitzen (Abb. 1.4D) oder
in denen unterschiedliche Komponenten des Cytoch®d4b0 Systems miteinander
verbunden sind und Fusionsproteine bilden (Hannanenal. 2007). Die ein Flavodoxin
enthaltenden Cytochrom P450 Systeme (Klasse IHgkhbezlglich des generellen Aufbaus
aus drei Komponenten — eine FAD-haltige Reduktase,zweites Hilfsprotein und das
Cytochrom P450 — stark dem klassischen bakteri@istiem der Klasse |. Bei der Klasse |
handelt es sich bei dem zweiten Hilfsprotein um Eisen-Schwefel-Protein, im Falle der
Klasse Ill um ein FMN-haltiges Flavodoxin. Aus dies Blickwinkel betrachtet ahneln die
Klasse Ill P450 Systeme hinsichtlich der Redoxzsmtrmehr dem eukaryotischen
mikrosomalen System. Das bekannteste und am besi@makterisierte Cytochrom P450
Fusionsprotein stellt die Fettsaure Hydroxylase OYFA1 (P450 BM3) auB. megaterium
dar. CYP102A1 besteht aus einer P450-Domaéane, dieimer Diflavin-Reduktase-Doméne
zu einer Polypeptidkette verknipft ist und dadumicht auf externe Redoxproteine
angewiesen, sondern katalytisch autark ist (Bodtlugtaal. 1990; Narhi und Fulco 1986).
Bei den bakteriellen Cytochrom P450 System tretemwiegend Flavoproteine und
Ferredoxine als Redoxpartner der Cytochrome aushelb diese hier detaillierter betrachtet

werden sollen.

16



Einleitung

A
NAD(P)H e- RH+ 0,
NAD(P)* R-OH + H,0
B
NADPH s RH+0,
NADP" Matrix R-OH + H,0
Innere mitochondriale Membran
C
NADPH e- RH + 0,
NADP* Cytoplasma R-OH +H,0
ER Membran
D
NAD(P)H _ _ RH + 0O,
e e
FAR wmp Fid )
NAD(P)* R-OH + H,0

Abb. 1.4 Schematische Darstellung verschiedener CytochPd®0 Systeme. In Klasse |
werden der bakterielleA() und der mitochondriale TyBJ der Cytochrom P450 Systeme
zusammengefasst. Das mikrosomale Systé&h stellt die Klasse Il dar. Das bakterielle
System, das ein Flavodoxin anstelle eines Ferredosmthalt, bildet die Klasse IID§. Die
Grafik wurde modifiziert nach (Hannemann et al. 200
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1.1.4.1 Flavoproteine

Flavoproteine sind an vielfaltigen biologischen Z&gsen beteiligt und kommen ubiquitar in
allen Lebensreichen vor. Sie besitzen ein Flawnpabsthetische Gruppe und sind aufgrund
des Isoalloxazinrings des Flavins in der Lage,Els und als Zweielektronenibertrager zu
fungieren. Dies lasst sich darauf zurickfihrensdies Flavin wie in Abb. 1.5 dargestellt in
drei unterschiedlichen Redoxzustanden vorkommem:kBre vollstéandig oxidierte Chinon-
Form kann durch Aufnahme eines Elektrons in die iS@mon-Form Ubergehen, welche
durch Aufnahme eines zweiten Elektrons als volldiginreduzierte Hydrochinon-Form
vorliegt (Chapman und Reid 1999). Flavoproteinehalten als prosthetische Gruppe meist
ein Flavinmononukleotid (FMN) oder ein Flavinadatimukleotid (FAD), das durch
Ubertragung eines AMP-Restes auf FMN entsteht. dfleateine kénnen wiederum in vier
Klassen unterteilt werden (Massey 1995), von datierim Zusammenhang mit Cytochrom
P450 Systemen relevante Klasse der Elektronentassfn, speziell die Ferredoxin
Reduktasen und die Flavodoxine, hier ndher erltwnden soll.

H
|
| 5 2e, 2H* 5 N N. 0]
N A NP 'x;?o g “~|” ~T N

o Sl
Chinon ) i Hydrochinon
1e;, 1le;,
1H* R 1H*

~ r/;\\?'_/f\ ._\'_:y\ \/0

P N N -"’*\\1/'
H Il

NH

S
Neutrales Semichinon

T
)S 0o
NH
N ‘\_./\/
@ O

Anionisches Semichinon

Abb. 1.5 Struktur und Redoxlbergange des Isoalloxazinrdegg-lavine. Das Flavin kann in
drei unterschiedlichen Redoxzustdnden vorkommea: voilstandig oxidierte Chinon-Form
kann durch Aufnahme eines Elektrons in die SemamiRorm Ubergehen, welche durch
Aufnahme eines zweiten Elektrons als vollstandiduegerte Hydrochinon-Form vorliegt.
Daher kann der Isoalloxazinring des Flavins sowald Ein- als auch als Zwei-
Elektronenubertrager fungieren.
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Ferredoxin Reduktasen (FdR) enthalten ein nichelent gebundenes FAD-Molekil als
prosthetische Gruppe und bestehen aus einer Flamtheiner NAD(P)H-Bindedoméane. Sie
sind aufgrund des Isoalloxazinrings in der Lage,ekiEbnen zwischen dem
Zweielektronenubertrager NAD(P)H und dem Einelekémiibertrdger Fdx zu vermitteln.
Beispiele fur solche, an Cytochrom P450 Systemeeillyge Ferredoxin Reduktasen, stellen
die Putidaredoxin Reduktase (PdR) aBseudomonas putidaind die mitochondriale
Adrenodoxin Reduktase (AdR) dar (Hannemann etGfl72

Flavodoxine sind kleine saure Elektronentransfagimme (14-23 kDa), die ein stark, aber
nicht kovalent gebundenes FMN als prosthetischep@ruenthalten. Sie wurden zuerst in
Cyanobakterien (Smillie 1965) und Clostridien (Kmtiget al. 1966) unter Eisenmangel
entdeckt, wo sie die eisenhaltigen Ferredoxineeak®onen, die zur Reduktion von, Nnd
NADP" fiihrten, ersetzten (Sancho 2006). Obwohl es siaheid um ihre am besten
charakterisierten physiologischen Aufgaben handeid diese den Schwerpunkt der
Flavodoxin Forschung bilden, sind Flavodoxine auctlviele weitere wichtige Reaktionen
involviert (Sancho 2006). So sind zum Beispiel Bldaxin spezifische Stoffwechselwege in
Escherichia coli und Helicobacter pylori bekannt, wo Flavodoxin ein essentielles,
konstitutives Protein darstellt (Freigang et al020Puan et al. 2005; Zheng et al. 1999).
Daneben konnte die Beteiligung eines Flavodoxinsdan Nitratreduktion inAzotobacter
vinelandii (Gangeswaran und Eady 1996) sowie an der Biotthege inB. subtilis(Stok und
De Voss 2000) nachgewiesen werden. Im Zusammenimgin@ytochrom P450 Systemen
sind zum einen Beispiele bekannt, in denen dasoBin den natiurlichen Redoxpartner
darstellt; zum anderen koénnen Flavodoxine auch efhidogenen Redoxpartner einiger
heterolog exprimierter Cytochrome P450 ersetzemilldmann et al. 2007).

1.1.4.2 Ferredoxine

Bei Ferredoxinen handelt es sich um kleine, sautekti&nentransferproteine mit
Molekulargewichten von 6-24 kDa (Lovenberg 2003¢ zu den Eisen-Schwefel-Proteinen
gehoren. In diesen Proteinen bilden Eisenkationesammen mit Sulfidanionen {$

sogenannte Eisen-Schwefel-Cluster (Fe-S-Cluster)elche  wichtige anorganische
prosthetische Gruppen darstellen. Man vermutets disse Fe-S-Cluster zu den altesten
Katalysatoren in der Evolution von Biomolekilen ¢@edn (Huber et al. 2003;

Wachtershauser 2007). Es kodnnen grundsatzlich ahiafaund komplexe Fe-S-Proteine
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unterschieden werden, wobei erstere ausschlief@ichn oder mehrere Fe-S-Cluster als
prosthetische Gruppen besitzen. Komplexe Fe-S-ilmtengegen weisen neben dem Fe-S-
Cluster noch weitere prosthetische Gruppen wie ARarspiel Flavine auf. Fe-S-Cluster
kommen in allen biologischen Reichen vor und furegieals Kofaktoren vieler Proteine, die
an verschiedensten biochemischen Prozessen beteiig. So Uben Fe-S-Proteine zum
Beispiel wichtige Funktionen beim ElektronentransféPhotosynthese, Zellatmung,
Stickstofffixierung), bei der Regulation der Geneegsion oder bei der Bindung von
Substraten aus (Lill und Mduhlenhoff 2008). Auflerddinnen sie als Sensoren von
Umweltreizen sowie als Stabilisatoren von Proteutgtiren dienen (Beinert 2000; Lill et al.
1999; Lill und Muhlenhoff 2008). Es sind verschirdeFe-S-Cluster Typen bekannt: Der
einfachste Typ besteht aus einem einzigen Eisenidas tetraedrisch mit den
Sulfhydrylgruppen von vier Cysteinresten des Pnsteierkntpft ist. Solche Fe-S-Proteine
werden Rubredoxine genannt (Abb. 1.6A). Die rhocties [2Fe-2S]-Cluster bestehen aus
zwei Eisenionen, zwei anorganischen Sulfidgruppaah wier Cysteinresten (Abb. 1.6B). Die
kubischen [4Fe-4S]-Cluster enthalten entsprechera fisenionen, vier anorganische
Sulfidgruppen und vier ligandierende Cysteinregteb( 1.6C). HiPIPs (High Potential Iron
Proteins) besitzen ebenfalls einen [4Fe-4S]-Clusieterscheiden sich von den Ubrigen [4Fe-
4S]-Proteinen jedoch durch ihr hoheres Redoxpake(Beinert 2000; Lill et al. 1999; Lill
und Mduhlenhoff 2008). Des Weiteren existieren [3&3-Cluster, die wahrscheinlich
wahrend der Fe-S-Cluster Synthese durch Verlustselisenions aus [4Fe-4S]-Clustern
entstanden (Lill und Muhlenhoff 2008).
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Abb. 1.6. Schematische Darstellung der wichtigsten Typen fsen-Schwefel-Clustern,
welche aus Eisenionen (rot), anorganischen Suliglgen (grin) und Cysteinresten (gelb)
zusammengesetzt sindA)(zeigt ein Rubredoxin, den einfachsten Typ einesSKClusters,
bestehend aus einem einzigen Eisenion, das teselednit den Sulfhydrylgruppen von vier
Cysteinresten des Proteins verknupft ist. Die rhisoiten [2Fe-2S]-Cluster bestehen aus zwei
Eisenionen, zwei anorganischen Sulfidgruppen uret @ysteinrestenB). Die in (C)
dargestellten kubischen [4Fe-4S]-Cluster enthalteer Eisenionen, vier anorganische
Sulfidgruppen und vier ligandierende CysteinreGiafik entnommen aus (Berg 2003).
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In Cytochrom P450 Systemen wurden bisher sowohef2E]- als auch Nicht-[2Fe-2S]-
Cluster Ferredoxine als Redoxpartner fur Cytochré80 identifiziert (Ewen et al. 2009;
Hannemann et al. 2007), wobei die Nicht-[2Fe-2Bister Ferredoxine weiter in [3Fe—4S]-
und [4Fe—4S]-Cluster Ferredoxine sowie Diclusterdaoxine bestehend aus einem [3Fe—

4S]- und einem [4Fe—4S]-Cluster oder zwei [4Fe-@listern unterteilt werden kdnnen

1.1.5.Substrate der Cytochrome P450

Wie bereits erwéhnt, beruht das groRe biotechnedhg Potential der Cytochrome P450
unter anderem auf ihrer Fahigkeit, eine Vielzaltetschiedlicher Substanzen als Substrate zu
akzeptieren (Bernhardt 2006). Diese Substrate efodhi die grof3e Klasse der Terpene und
Terpenoide ein, die auch in dieser Arbeit vorwiehets Substrate der Cytochrome P450
untersucht wurden und deshalb hier ndher betraaleieten sollen. Terpenoide unterscheiden
sich von den nur aus Kohlenwasserstoffen bestehentierpenen durch zusatzliche
funktionelle Gruppen. Zwischen diesen beiden Bégriivird jedoch oft nicht unterschieden,
so dass diese meist synonym zueinander eingesetmiem Die auch als Isoprenoide
bezeichneten Terpene stellen eine strukturell bgere Gruppe von Naturstoffen dar, die
vorwiegend aus Pflanzen, aber auch aus Tieren umkieBen isoliert werden konnten
(Withers und Keasling 2007). Alle Terpene besteaes Isopreneinheiten und besitzen die
Summenformeln (§Hs)n,, wobei n die Anzahl der verknipften Isopreneirdreitiarstellt. Je
nach Anzahl der Isopreneinheiten werden Hemg),(Mono- (Go), Sesqui- (&), Di- (Cy),
Sester- (@), Tri- (Csg), Tetra- (Go), und Polyterpene (€, mit n>8) unterschieden
(Breitmaier 2005). Von den tetracyclischen Triterpe stammen auch die Steroide ab, die
wiederum in Cholestane {g, Pregnane (&), Androstane (), Estrane (&) und die
Gallsauren (&) unterteilt werden konnen. Terpene besitzen unmébalge biologische
Aufgaben und erflllen eine Reihe wichtiger physgcher und sozialer Funktionen (Roberts
2007). Daher wurden sie in der Produktion von Gesatksstoffen, Duftstoffen, Kosmetika,
Farbstoffen und Arzneimitteln oder als Bausteinal@n organischen Chemie eingesetzt (de
Carvalho und da Fonseca 2006; Harada und Misaw&)2@o wird das Sesquiterpen
Artemisinin als Antimalariamittel (White 2008) umths Triterpen Glycyrrhetin als SufR3stoff
und wegen seiner antiinflammatorischen und hepatektiven Eigenschaften als

Arzneimittel eingesetzt (Asl und Hosseinzadeh 20@&s Diterpen Taxol (Paclitaxel) und
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das Sesquiterpen Parthenolid besitzen tumorhemméngienschaften (Goldspiel 1997,

Harada und Misawa 2012), wahrend fur die Triterfans Betulinsaure eine Wirksamkeit

gegen HIV nachgewiesen werden konnte (Asres é0dl5). Viele Terpene kommen in der

Natur aber nur in geringen Mengen vor oder liefeen der Isolierung aus den naturlichen
Quellen nur eine niedrige Ausbeute. Da vor allendiexte Terpene wertvolle und begehrte
Substanzen darstellen, besteht ein grof3es indietriateresse an neuen, biologisch aktiven
Terpenen mit einem hoheren Marktwert. Die chemis@ythese und die selektive

Funktionalisierung solcher Substanzen stellt weggeringer Spezifitaten und der

Notwendigkeit gefahrlicher und teurer Katalysatoterd Reagenzien eine Herausforderung
dar (Harada und Misawa 2012). Eine Alternative ddildie Biosynthese solcher Isoprenoide
mithilfe gentechnisch verénderter heterologer Widanismen, wobei der Grol3teil solcher
Biotransformationen mit Ganzzellsystemen durchgefilurde, die Cytochrome P450

exprimierten. In diesem Kontext ist der Einsatz v@ytochromen P450 besonders
vielversprechend, da bereits gezeigt werden koroiss diese Enzyme mit einer hohen
Aktivitat selektive Oxidierungen von Terpenen dditiren konnen (Hawkes et al. 2002).

1.1.6.Biotechnologische Anwendung der Cytochrome P450

Im Bereich der Biokatalyse sind isolierte CytocheoR¥50 fiir industrielle Anwendungen im
GroBmal3stab nicht geeignet, da sie unter Prozesgieden nicht stabil sind, oft geringe
Aktivitaten besitzen, aus mehreren Komponenten ebest und teure Kofaktoren in
stochiometrischen Mengen bendtigen (Chefson und lakuc2006). Aufgrund dieser
Limitationen ist die praktische Anwendung von Cytammen P450 momentan meist noch auf
die Produktion von Feinchemikalien wie Pharmazeyti®&eschmacks- und Geruchsstoffe
begrenzt (Sakaki 2012). Daneben gibt es jedoch awehige Beispiele flr einen
erfolgreichen Einsatz der P450 im industriellen @nal3stab unter Verwendung von
Ganzzellsystemen: Dabei handelt es sich etwa um Skathese des HMG-CoA-
Reduktasehemmers Pravastatin dur@hH§droxylierung von Compactin (Watanabe et al.
1995), die Herstellung von Dicarbonsduren aus &eteh und Alkanen (Kelly und Kelly
2013) und die Produktion von Corticosteroiden w@t{Sol und Pregnenolon (Duport et al.
1998; Szczebara et al. 2003). In den letzten Jahtee wurden jedoch auch bedeutende

Fortschritte darin erzielt, die noch vorhandenemitierungen zu verringern und so die
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Anwendung der Cytochrome P450 auszuweiten. Einenw&gpunkt bildete dabei die
Verbesserung der Enzymeigenschaften durch Mutagenese ortsgerichtete Mutagenese
oder molekulare Evolution, wodurch die Aktivitatultratspezifitdt, Stabilitat und die
Losemitteltolerenz der Cytochrome erhdéht werdemkem (O'Reilly et al. 2011). Auch durch
die Anwendung von Ganzzell Biokatalysatoren koneignge dieser Limitierungen beseitigt
werden, wobei intakte mikrobielle Zellen, die Cytomme P450 unter physiologischen
Bedingungen exprimieren, oft die Biokatalysatorear ®Vahl sind (Urlacher und Girhard
2012). Ein Vorteil der Ganzzellsysteme liegt in denultanen Regeneration des Kofaktors
NAD(P)H im zellularen Metabolismus  und dem  Vorhamgkin  von
Elektronentransferproteinen, so dass zum Teil aok eusatzliche Koexpression von
Redoxproteinen verzichtet werden kann (Kelly undllyKe2013). Zudem sind die
Komponenten des P450 Systems im zellularen Miliesemtlich stabiler als gereinigte
Proteinein vitro und das durch Entkopplungsreaktionen entstandex@® tird durch die
zellulare Katalase unschadlich gemacht (Sakaki RO01Pennoch mussen bei
Ganzzellsystemen auch Faktoren wie die Substraibofe, der Produkttransport, die
Toxizitat von Substraten und Produkten, die unziwende Versorgung mit NADPH, die
Physiologie des Wirtes und die Stabilitdt des Stamimertcksichtigt werden (van Beilen et
al. 2003).

Fur die oft sehr hydrophoben Substrate der Cytanbr&450 stellt die aul3ere Zellmembran
der Mikroorganismen eine effiziente Barriere dand&m sind diese Substanzen aufgrund
ihrer Hydrophobizitat im wassrigen Milieu, in denre Kultivierung der Ganzzellsysteme
stattfindet, nur schlecht l6slich, wodurch die Stdie nicht in die Zellen gelangen und
folglich nicht umgesetzt werden konnen. Diesen éngnkungen wurde zum Beispiel durch
wassrig-organische Zweiphasensysteme begegnet, erend die organische Phase als
Substratreservoir dient und die Produktextraktiolkeiehtert und die wassrige Phase den
Biokatalysator vor der Degradation schitzt (Urlached Girhard 2012). Des Weiteren
kénnen dadurch die Produktausbeuten erhdht undhgleitig toxische Effekte verringert
werden (Julsing et al. 2012). Weitere Mdglichkeitallen Substanzen wie Cyclodextrine
oder organische LoOsemittel wie Ethanol, Methanold ubMSO dar, welche die
Membranpermeabilitdt und die Substratloslichkditblen. Daneben kdnnen diese Ziele auch
durch oberflachenaktive Substanzen wie Rhamnoljfidéon X, Tween oder Saponine bzw.
chelatierende Substanzen wie EDTA erreicht werdensifig et al. 2012). Aufgrund ihrer
Relevanz fur diese Arbeit soll hier kurz auf diec@glextrine und die Saponine eingegangen

werden.
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Cyclodextrine entstehen durch den enzymatischenadbon Starke und bestehen aus
zyklisch angeordnetem-1,4-glykosidisch-verkntupften Glukoseeinheitenndeh der Anzahl
der Glukoseeinheiten unterscheidet man zwisalerg- und y-Cyclodextrinen, die sechs,
sieben bzw. acht Glukoseeinheiten enthalten. Dahgmische Modifikationen dieser Basis-
Cyclodextrine sind weitere Derivate entstanden, wdednderte Eigenschaften wie zum
Beispiel eine verbesserte Loslichkeit und Stabibdfweisen (Eastburn und Tao 1994). Die
Glukoseeinheiten ordnen sich dabei derart an, diabseine konusformige Gesamtstruktur
des Cyclodextrins ergibt. Durch die Stellung derdkixylgruppen entsteht im Innern ein
hydrophober Hohlraum, der von einer hydrophilen énifiiche umgeben ist (Singh et al.
2002). Dadurch kénnen Cyclodextrine Komplexe mélem wasserunloslichen Substanzen
bilden und diese so solubilisieren. Cyclodextrirfalaen mittlerweile eine breite Anwendung
und werden beispielsweise in der Nahrungsmittetaria-, Kosmetik- Verpackungs- und
Textilindustrie sowie im Umweltschutz eingesetan(f et al. 2002).

Saponine sind in Pflanzen vorkommende oberflacherelGlykoside, die sich durch ihre
oberflachenaktiven Eigenschaften von anderen Giglkosunterscheiden (Sparg et al. 2004).
Sie bestehen aus einem steroidalen oder tritergendsrundgerist, das als Sapogenin oder
Aglykon bezeichnet wird (Challinor und De Voss 2P18d glykosidisch mit Zuckerresten
verknUpft ist. Ihre Funktion in den Pflanzen selisstbisher noch nicht komplett verstanden,
es liegen jedoch Hinweise vor, dass sie zur Abvgsnen Bakterien und Insekten oder als
Monosaccharid Quelle dienen kénnen (Francis e2@2). Fur pflanzliche Saponine wurde
daneben eine Vielzahl biologischer Aktivitaten wigtotoxische, antiinflammatorische,
hamolytische, fungizide und antibakterielle Eigdradten nachgewiesen (Sparg et al. 2004).
Saponine sind in der Lage, Uber ihre hydrophobeteifenmit hydrophoben Bestandteilen
eukaryotischer und prokyotischer Biomembrane zueragieren und dadurch eine
Porenbildung herbeizufiihren (Armah et al. 1999)rdbudiese Poren kann der unselektive
Durchtritt niedermolekularer Substanzen in dasi@edre erleichtert werden. Dieser Effekt
kann im Kontext von Cytochrom P450 Biokatalysator@azu ausgenutzt werden, die
Aufnahme hydrophober Substrate in das Cytosol uathitd den Substratumsatz zu
verbessern. Bei dem in dieser Arbeit eingesetztenillga-Saponin aus dem
Seifenrindenbaum (uillaja saponarig handelt es sich um eine heterogene Mischung
verschiedener Aglykon- und Zuckerreste, in der tdierpenoide Quillajasaure das Haupt-

Agylkon darstellt.
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1.1.7 Mikrobielle Cytochrome P450

Wahrend Cytochrome P450 in fast allen Eukaryoterkoromen, besitzen Archaeen und
Bakterien oft keine P450. Die wenigen Cytochromé&®P4nthaltenden Organismen sind
dabei jedoch als Produzenten von Naturstoffen &tiBeeressant (Kelly und Kelly 2013). In
den ersten Jahren nach ihrer Entdeckung wurde ydcrom P450 Forschung zunachst von
Studien zu Sauger P450 dominiert. In den 1960eredahchtete sich der Fokus jedoch
zunehmend auch auf mikrobielle Cytochrome, nachd®®s in Hefen entdeckt wurden
(Lindenmayer und Smith 1964) und mit CYP101A1 (R4%0 ausPseudomonaputida das
erste bakterielle Cytochrom P450 (Appleby 1967hidziert werden konnte. Seitdem nahm
die Zahl der identifizierten mikrobiellen P450 gjeru, was auch an den mehr als 1000
verschiedenen bakteriellen Cytochrom P450 Famdeutlich wird, denen zum Beispiel 50 in
Tieren gegenuberstehen (Kelly und Kelly 2013). Biediversitat der mikrobiellen P450 geht
dabei meist mit der Nutzung verschiedener Kohldhsguellen zum Wachstum einher,
worauf auch einige biotechnologische Anwendungesa a@as Cytochrom P450 katalysierte
Wachstum auf dem explosiven RDX (Hexahydro-1,3y4tto-1,3,5-triazin) mit
nachfolgender Phytoremediation (Rylott et al. 20@6)d das Wachstum voRandida
tropicalis auf Ol (Lebeault et al. 1971) basierten. Daraufgten biotechnologische
Anwendungen, die CYPs mit einbezogen: Der Einsatz Fadenpilzen zur Produktion von
Corticosteroiden durch Ausnutzung ihrer Cytochrom5@® katalysierten Fahigkeit der,
chemisch schwierig zu erreichenden, 11-Hydroxyhgruon Steroiden ermoglichte die erste
industrielle Biotransformation (Smith et al. 1998Yie schon in Abschnitt 1.1.4 aufgeflhrt,
kénnen auch mikrobielle Cytochrome P450 in Abhakgigder bendtigten Redoxproteine in
verschiedene Klassen eingeteilt werden (Hannemamh €007), die einen entscheidenden
Einfluss auf biotechnologische Anwendungen ausid@gmen. Die einzelnen Komponenten
der meisten bakteriellen Cytochrome sind 16slicd deshalb im Gegensatz zu dem Grol3teil
der meist membrangebundenen eukaryotischen CytmehR%50 einfach zu reinigen und zu
handhaben (Virus et al. 2006). Zudem zeichnenlsatterielle CYPs in der Regel durch eine
hohere Stabilitat und Selektivitdt sowie hoéhere iitdten und Expressionsraten als die
eukaryotischen Systeme aus. Diese Vorteile trugegsckeidend dazu bei, dass mikrobielle
Cytochrome P450 heute in so verschiedenen Bereiwfeeder Nahrungsmittelsicherheit, der
industriellen Biotechnologie, der Umwelt und demsehlichen Gesundheit eine Anwendung
finden (Kelly und Kelly 2013). Dies wurde dadurctregcht, dass mikrobielle Cytochrome
P450 zum Beispiel in der Lage sind, Lignin zu ddgreen, menschliche

25



Einleitung

Arzneimittelmetabolite zu bilden, sowie AntibiotikaAntikrebsmittel und Pathogen-

Inhibitoren herzustellen (Kelly und Kelly 2013).

1.2. Bacillus megaterium

Bacillus megateriuniB. megateriurnist ein Gram-positives, Sporen bildendes, hawuplgéh
aerobes Bakterium mit einem GC-Gehalt von etwa 38awveist mit einem Zelldurchmesser
von mehr als 1 pm und mit 60 firein mehr als 100-mal héheres Volumen Blscoli auf
(Abb. 1.7), weshalb es auch als ,big beast* bezethwird. Es wurde erstmals 1884
beschrieben (De Bary 1884) und aufgrund der Grdbevegetativen Zellen und Sporen als
Modellorganismus fir morphologische Untersuchunger fur Studien zur Zellwand
Biosynthese und Sporulation eingesetzt (Vary 19823len 1960ern waB. megateriunvor

B. subtilis der Modellorganismus der Wahl fur weitreichendeid&n zur Biochemie,
Sporulation und zu Bakteriophagen von Gram-positiBakterien (Bunk et al. 2010). Seine
Fahigkeit, auf verschiedenen Kohlenstoffquellen veachsen, macht diesen Organismus
zudem zu einem idealen industriellen Produktionswivary 2007), welcher bisher
vorwiegend fur die Proteinproduktion eingesetzt deur Zu den vonB. megaterium
hergestellten Produkten gehoren industrielle Enzyiee Penicillin Acyclase, verschiedene
Amylasen, Vitamine sowie diagnostische und therapele Proteine (David et al. 2011;
Vary 2007). Daneben gibt es weitere Grinde fir biasechnologische und industrielle
Interesse amB. megateriumEs ist nicht pathogen, es halt Plasmide in ddieZtabil und
produziert keine alkalischen Proteasen, so dasdeaterweise dazu geeignet ist, homologe
und heterologe Proteine zu produzieren (Malten 200&nhardt F 1989; Richhardt et al.
2010; Sussman 1988). B megateriunkeine Endotoxine besitzt, kann dieser Organismus
sogar in der Nahrungsmittel- und pharmazeutischdndtrie eingesetzt werden (Vary 2007).
Die Genetik vorB. megateriumst sehr stark entwickelt und etabliert wordendsss viele
Techniken und Methoden zur Verfiigung stehen, ursesieMikroorganismus genetisch zu
manipulieren: Vektor Systeme fir eine induzierbatarke Expression sind fir eine
rekombinante Genexpression entwickelt und optimworden (Biedendieck et al. 2007;

Malten 2005). Mittlerweile sind auch Methoden zugjéoh, um B. megateriuneffizient zu
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transformieren (Vary 2007) und um einen direktennegischen Knock-out durch
Transkonjugation durchzufuhren (Richhardt et all®0 Zudem sind Mutanten hergestellt
worden, um eine breitere industrielle Anwendungedeichtern (Richhardt et al. 2010). Die
hohe biotechnologische Relevanz \Bnmegateriunférderte die Analyse metabolischer und
regulatorischer Netzwerke, so dass heutzutage \Geleahl systembiologischer Werkzeuge
zur Verfugung steht, um zellulare Bestandteile derf Ebene des Transkriptoms, Proteoms,
Metaboloms oder Fluxoms aufzuklaren (Korneli et 2013). Um das Potential voB.
megateriumvollstandig auszuschoépfen, wurden kirzlich die Gemoder B. megaterium
Stamme QM B1551 und DSM319 sequenziert (Eppingai.e2011), da die Verfugbarkeit
der gesamten Genomsequenz eines Bakteriums diersucbeing dieses Organismus
erheblich erleichtert. Beide Stamme besitzen einfViihp grof3es Genom, das etwa 5300 Gene
enthalt, wobei der Stamm QM B1551 im Gegensatzeru glasmidlosen Stamm DSM319
zusatzlich sieben Plasmide mit insgesamt 523 Gaubweist (Eppinger et al. 2011).

e

Abb. 1.7: Elektronenmikroskopisches Bild von vegetatiBrmegateriunundE. coli Zellen.
B. megateriunZellen weisen mit einem Volumen von 60 {iein mehr als 100-mal héheres
Volumen auf al€. coli (Volumen von 0,5 uf). Grafik entnommen aus (Vary 2007).
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1.3. Cytochrome P450 auBacillus megaterium

Zu den interessantesten,Bn megateriunvorhandenen Proteinen gehéren Cytochrome P450
(He und Fulco 1991). Das Cytochrom P450 CYP102A5(PBM3) ausB. megateriumist
das bisher am besten untersuchte bakterielle CygotR450, welches fir die Oxidation einer
Vielzahl biotechnologisch interessanter Substargiagesetzt wurde (zum Uberblick siehe
(Whitehouse et al. 2012)). Das Cytochrom P450 CYR10(P450 BM1)yausB. megaterium
ATCC 14581 (He et al. 1989) wurde bisher vorwiegantider Ebene der Genregulation und
Genexpression untersucht (He et al. 1995; Shaw 20@0). Auch das Cytochrom P450 BM2
wurde inB. megateriumATCC 14581 identifiziert, konnte aber nie in int&kForm kloniert
werden, so dass es schlecht charakterisiert bfieleg 1991). CYP106A2 al®. megaterium
ATCC 13368 (Berg et al. 1976; Berg et al. 1979)deuhingegen schon sehr gut untersucht
und charakterisiert. So konnte gezeigt werden, dases Cytochrom in der Lage ist, einige
biotechnologisch relevante Steroide wie ProgestefidrDesoxycortisol und Testosteron
(Nguyen et al. 2012; Virus et al. 2006; Zehentgrubt al. 2010) sowie Terpene wie
Abietinsdure, 11-Ket@-Boswelliasdure und Dipterocarpol umzusetzen (Bé&ifal. 2011,
Bleif et al. 2012; Schmitz et al. 2012). Das GerdesB. megateriunStammes ATCC 13368
wurde jedoch bisher nicht sequenziert. Zudem konmlie homologen Redoxpartner von
CYP106A2 zwar gereinigt (Berg et al. 1976; Bergletl979), allerdings nie kloniert werden.
Bei CYP102A1 ausB. megateriumhandelt es sich um ein autarkes P450, bei dem die
Redoxpartner an das Cytochrom fusioniert vorlie@&ihitehouse et al. 2012), wodurch sich
auch die hohe katalytische Aktivitat dieses Cytoais erklaren lasst. Durch diese Fusion ist
CYP102A1 unabhéngig von Redoxproteinen, so dass die Suche nach effizienten
Redoxpartnern fur dieses Cytochrom ertbrigte. Afichdie Cytochrome P450 BMand
P450 BM2 aus verschieden&h megateriumStammen wie zum Beispid. megaterium
ATCC 14581 konnten bisher keine Elektronentranstdgine identifiziert werden (Fulco
1991). Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind demnach &ematlrlichen Redoxpartner von
Cytochromen P450 ausB. megaterium kloniert worden. Das Vorliegen der
Sequenzinformationen d&. megateriunStamme QM B1551 und DSM319 (Eppinger et al.
2011) bot somit die Mdglichkeit, sowohl CytochrorR&50 als auch deren potentielle

naturliche Redoxpartner zu identifizieren.
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1.4. Aufgabenstellung

Cytochrome P450 sind durch ihre einmalige Fahigkei¢ regio- und stereospezifische
Oxidation einer Vielzahl an Substraten zu katalgsie gekennzeichnet. Diese einzigartigen
katalytischen Fahigkeiten gehen mit ihrer Beteiiguan diversen physiologischen
Funktionen sowie an der Biosynthese von Sekundabéten einher und bilden die
Grundlage des biotechnologischen Interesses ancliytmen P450. Dies wird auch an der
stetig steigenden Zahl an Sequenzierprojekten wmditdan neu identifizierten Cytochrom
P450 Genen deutlich, wobei eine Vielzahl dieser m#entifizierten Cytochrome aus
Mikroorganismen stammt. So wurde kirzlich das Gendes B. megateriumStammes
DSM319 sequenziert, der — wie schon eine VielzakbbnteB. megateriunStamme zuvor

— eine vielversprechende Quelle flr neue CytochrBA®) mit veranderten Substratspektren,
Selektivitaten und Aktivitaten darstellt.

Das Hauptziel dieser Arbeit war die Identifizierungd Charakterisierung von Cytochrom
P450 Systemen auBacillus megateriumDSM319, dessen Genom kirzlich sequenziert
wurde. Dieser Stamm besitzt mindestens drei CytoakrP450 mit hohen Ahnlichkeiten zu
den schon bekannten CYP106 und CYP109 FamilienseDé@ytochrome P450 sind in der
Lage, pharmazeutisch wichtige Steroide zu hydrexgh und biotechnologisch interessante
Fettsauren und Terpene herzustellen. In der varidgn Arbeit sollten ilB. megaterium
DSM319 zuerst die Gene, die fur Cytochrome P450igted, mittels bioinformatischer
Methoden analysiert werden. In einem néchsten Scéwilten diese kloniert, irE. coli
exprimiert und gereinigt werden. Da Cytochrome P4b© Ausibung ihrer katalytischen
Aktivitat auf Elektronentransferproteine angewiesamd, sollten funktionelle Redoxpartner
ausB. megateriunselbst oder aus einem anderen Organismus ideettifizerden.

Nach der Etablierung eines geeigneten Redoxsysteliten Substrate fur diB. megaterium
Cytochrome gefunden werden, wobei diese Suche 8ablstraten mégliche physiologische
Substrate sowie Substanzen, deren Produkte phautisthe oder biotechnologisch
interessant sind, einschliel3en sollte. Vorzugswsndleen verschiedene Terpene, Steroide und
andere naturliche Substanzen als potentielle Satbstgescreent werden. Hinweise auf
maogliche Substrate sollten dabei zunachst anhandhdaktion eines Typ I-Shifts, welcher
die Bindung einer Substanz an das Cytochrom anzeigalten werden. Da es sich bei der
Bindung einer Substanz an ein Cytochrom P450 ume ewingende, jedoch nicht

ausreichende Voraussetzung fur eine Substratunmggetaandelt, sollte der Nachweis des
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Substratumsatzes mit Hilfe eingsvitro Rekonstitutionsassays und anschlieRender Analytik
der Produktbildung mittels HPLC erfolgen.

Nach der erfolgreichen Identifizierung von Substnasollten die Strukturen der Produkte der
Cytochrom P450 abhangigen Substratumsetzung miN&MR bestimmt werden, wofir
jedoch Produktmengen im mg-Bereich bendtigt wer@endiese geforderten Produktmengen
in vitro aus Zeit- und Kostengrinden nicht erzielt werdémnnien, sollten rekombinante
Ganzzell Biokatalysatoren basierend a@. megaterium MS941 konstruiert und
charakterisiert werden. Zudem sollten durch AnalyseGenexpression der Cytochrome und
der Redoxpartner mittels quantitativer real-timev@&se Transkriptase PCR Einblicke in die
naturlichen Funktionen und die physiologische Bédey der Cytochrom P450 Systeme in

Bacillus megateriunselbst gewonnen werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Alle nicht ausdricklich aufgefihrten Chemikaliearstnten aus Standardbezugsquellen und

waren von analytischer Reinheit.

2.1.1 Bakterienstamme

Tab 2.1 Ubersicht tber die im Rahmen dieser Arbeit eirggen Bakterienstamme vdh

coli undBacillus megateriuniB. megaterium

Stamm Genotyp Referenz
F- mcrAA(mrr-hsdRMS-mcrBC)

¢80lacZAM15 AlacX74 nupG recAl
E. coli Top10 araD139A(ara-leu)7697 galU galK Invitrogen

R
rpsL(Str) endAl nupG
abgeleitet vork. coliBL21(DE3):
E. coliB F dcm ompT hsd8™ mB) Lucigen OverExpress™

gal M(DE3) Competent Cells 41(DE3),
_ plus eine uncharakterisierte Mutation | C41(DE3)pLysS and

E. coliC43(DE3) o )
plus Selektion fiir die Resistenz C43(DE3),C43(DE3)pLyssS
gegenuber verschiedenen toxischen | Instruction Manual
Proteinen

Bacillus _ _ . :

_ Mutante vorBacillus megaterium (Wittchen und Meinhardt

megaterium
DSM319,AnprM 1995)

MS941

Der Bacillus megateriunstamm MS941 wurde freundlicherweise von Herrn Fbof.Dieter

Jahn (TU Braunschweig) zur Verfligung gestellt.
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2.1.2.0ligonukleotide

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Primer wardon der Firma MWG-Biotech AG
(Ebersberg, Deutschland) synthetisiert. Die Nuktisgtguenz sowie der Verwendungszweck

der einzelnen Oligonukleotide sind dem Anhang znemmen.

2.1.3 Vektoren

In dieser Arbeit wurden flr das Arbeiten niit coli der Klonierungsvektor pCR4®Blunt-
TOPO® (Invitrogen) und die Expressionsvektoren 9%, pET17b und pET3d (Novagen)
verwendet. Fur die Expression B1 megateriumwurde der Vektor pSMF2.1 (Bleif et al.
2012) eingesetzt. Die Vektorkarten der erstellteprEssionsplasmide sind dem Anhang zu

entnehmen.

Tab 2.2 Ubersicht tber die im Rahmen dieser Arbeit eieggen Klonierungs- und
Expressionsvektoren

Vektor Beschreibung Referenz
pCR4®BIlunt-TOPO® gggiﬁgﬂﬁg?ﬁo& ﬁZero Blunt® Topo ®Invitrogen (2012)
pSMF2.1 B. megateriunShuttle-Vektor, AP, Tc* | (Bleif et al. 2012)
pET17b (AP) mit CYP106A1
PET17b-CYP106A1 | (Ndd/Hindlll) und C-terminalem His- | Diese Arbeit
Tag
PET17b  (Ap) mit  CYP109E1l
(Ndd/Kpnl) und C-terminalem His-Tag
ET17b A mit  CYP109A2| .. .
?Ndel/KpnI) Sng)c-terminalem His-Tag Diese Arbeit
pET3d (AP mit FId (Ncd/BarrHI) und | Diese Arbeit
C-terminalem His-Tag
pET17b (AP) mit Fdx1 (Nde/Kpnl) und | Diese Arbeit
C-terminalem His-Tag
pET17b (AF) mit Fdx2 (Ndd/Hindlll) | Diese Arbeit
und C-terminalem His-Tag
pET17b (AF) mit Fdx3 (Ndd/Hindlll) | Diese Arbeit
und C-terminalem His-Tag
pET17b (AF) mit Fdx4 (Ndd/Hindlll) | Diese Arbeit
und C-terminalem His-Tag
pET17b (AP) mit FdR1 Ndd/Kpnl) und | Diese Arbeit
C-terminalem His-Tag

PET17b-CYP109E1 Diese Arbeit

PET17b-CYP109A2

pET3d-FId

PET17b-Fdx1

PET17b-Fdx2

PET17b-Fdx3

PET17b-Fdx4

PET17b-FdR1
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OET3d-FdR2 pET3d (AP) mit FdR2 Ncd/BanHl) | Diese Arbeit

und C-terminalem His-Tag
OTIC99A-FAR3 pTrc99A (Aﬁ) mit F_dR3 (Ncd/BanHl) | Diese Arbeit

und C-terminalem His-Tag

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1BAFId mit CYP106Al (Spé/Mlul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fld BsrGI/SpH)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit
PSMF2.1BAFdx2 mit CYP106A1l (Spé/Miul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx2 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1BAFdx3 mit CYP106Al (Spé/Mlul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx3 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit
PSMF2.1BAFdx4 mit CYP106A1l (Spé/Miul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx2 Sad/Notl) T

B. megateriunShuttle-Vektor (Ap, Tc") | Diese Arbeit
pSMF2.1E mit CYP109E 1(Spé/Kpnl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1EAFId mit CYP109E1l (Spé/Kpnl), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fld BsrGI/SpH)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1EAFdx2 mit CYP109E1l (Spé/Kpnl), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx2 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit
PSMF2.1EAFdx3 mit CYP109E1 (Spé/Kpnl), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx3 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1EAFdx4 mit CYP109E1l (Spé/Kpnl), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx2 Sad/Notl) T

B. megateriunShuttle-Vektor (Ap, Tc") | Diese Arbeit
pPSMF2.1A mit CYP109A2(Spé/MIul)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit
PSMF2.1AAFId mit CYP109A2 (Spé/Miul), Arhl

(Kpnl/Sad) und FId BsrGl/SpH)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc) | Diese Arbeit
PSMF2.1AAFdx2 mit CYP109A2 (Spé/Mlul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx2 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit
PSMF2.1AAFdx3 mit CYP109A2 (Spé/Miul), Arhl

(Kpnl/Sad) und Fdx3 Sad/Notl)

B. megateriunShuttle-Vektor (AP, Tc") | Diese Arbeit

PSMF2.1AAFdx4

mit CYP109A2 (Spé/Mlul), Arhl
(Kpnl/Sad) und Fdx4 Sad/Notl)
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2.2. Methoden

2.2.1 Bioinformatische Methoden

Das Genom vonB. megateriumDSM319 wurde auf das Vorhandensein potentieller
Cytochrome P450 und potentieller Redoxpartner dgtoéhrome P450 untersucht. Zur
Identifizierung von Genen, die fur Cytochrome P4&&@lieren, wurde eine Datenbanksuche
anhand der Signatur des Ham-Bindemotivs, FxxGx(KIRY, durchgefuhrt. Gene, die
solche Motive aufwiesen, wurden weiterhin auf dash®ndensein des stark konservierten
Threonins in der potentiellen I-Helix und des komsaten EXXR Motivs in der K-Helix
untersucht (Khatri et al. 2010). Die Einteilung déytochrome P450 in Familien und
Unterfamilien erfolgte durch Dr. David Nelson gemaffer P450 Nomenklatur
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html}eRielle Flavodoxin-, Ferredoxin- und
Ferredoxin Reduktasegene wurden identifiziert, mmdeine Datenbanksuche mit dem
Programm ,BLAST“(Basic Local Alignment Search Toatlach Genen, die Ahnlichkeiten zu
bekannten Flavodoxinen, Ferredoxinen und FerredBdduktasen aufweisen, durchgefuhrt

wurde.

Die DNA-Sequenzen der erhaltenen Hits wurden miteHiles ,ExXPASy Translate tool”

(http://www.expasy.org/tools/dna.htmml in  die entsprechenden Aminoséuresequenzen

Ubersetzt. Das theoretische Molekulargewicht undtlkleoretische isoelektrische Punkt der
Proteine wurden anhand dieser Aminosauresequenitelem Programm ,Compute pl/Mw*

(http://us.expasy.org/tools/pi_tool.himderechnet. Um den Eisen-Schwefel Cluster Typ und

die Doménenstruktur der Ferredoxine zu untersucheingde die Motiv-Datenbank ,Pfam*
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfgmierwendet (Finn et al. 2010). Die Klassifizierung

und Einteilung der identifizierten Cytochrome P4B0Familien und Unterfamilien erfolgte
durch Dr. David Nelson gemall der Nomenklatur der to@yome P450
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html).

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Alle gentechnischen Arbeitsschritte wurden, sofemicht anders angegeben, nach

Standardmethoden durchgefuhrt (Sambrook & Russ@001). Die verwendeten
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Restriktionsendonukleasen stammten von New EndBoldabs Inc. und wurden gemal3 den

Herstellerangaben verwendet.

2.2.2.1 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die ausgewahlten Gene wurden mittels PCR unter ¥edwng von genomischer DNA von
B. megateriumMS941 oder Plasmid-DNA als Matrize und den entdpgaden Primern
amplifiziert. Als Polymerase wurde die Phusion Patyase (Finnzymes, Vantaa, Finnland)
verwendetEin PCR-Ansatz (5Ql) enthielt:

DNA (100 ng genomische

DNA, 10 ng Plasmid-DNA) 1,0 pl
Phusion Puffer HF (5x) 10,0 pl
dNTPs (5 mM) 2,0 pl
Primer for (10 pM) 2,5 pul
Primer rev (10 uM) 2,5 ul
Phusion Polymerase 1,0 pl
H,O 31,0 pl

Die PCR wurde unter den folgenden Bedingungen dy&ftiinrt:

98°C 3 min

98°C 30s D—
55-65°C  30's X35
72°C 30s/lkb

72°C 10 min

Die Annealing Temperatur variierte wie oben angegehbin Abhangigkeit des zu
amplifizierenden Gens von 55°C bis 65°C. In Tabgl& sind die entsprechenden Annealing

Temperaturen fur die Amplifikation der verschiedeigzene aufgelistet.
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Tab 2.3 Ubersicht uber die fur die PCR verwendeten AringalTemperaturen zur
Amplifikation der jeweiligen Gene

Annealing-
Gen
Temperatur
CYP109E1],
57°C
CYP109A2
Fdx2, Fdx3,
60°C
Fdx4, FdR1
CYP106A1, FId,
65°C
Fdx1, FdR2, FdR3

2.2.2.2 Isolierung von DNA-Fragmenten, Topo-Klonieung, Ligation

Nach erfolgreicher Amplifikation der entsprechendeene wurden die PCR-Produkte mit
Hilfe des Kits ,NucleoSpin® Extract II* (Machereydgel) aus dem Agarosegel isoliert und
in den pCR4BIlunt-TOPO-Vektor (Invitrogen) klonielach der Zwischenklonierung wurden
die DNA-Fragmente tber die durch die PCR eingefii@ehnittstellen aus dem Topo-Vektor
ausgeschnitten und erneut aus dem Agarosegelrtsdlieschlie3end erfolgte die Ligation der
DNA-Fragmente in die mit den gleichen Restriktionegnen geschnittenen

Expressionsvektoren mit Hilfe des "Fast-LiMkDNA Ligation Kit" (Epicentre) in einem

PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc.) nach falgemProgramm:

16°C 15 min
20°C 15 min
70°C 15 min

4°C forever

Die Ligation erfolgte bei einem molaren Verhaltnv®n Vektor:insert von 5:1. Die
Ligationsansatze wurden . coli TOP10 Zellen transformiert. Eine Ubersicht Uber sio

erstellten Plasmide ist Tab. 2.2 zu entnehmen.

2.2.2.3 Plasmidisolierung und Bestimmung der DNA-Kiozentration

Fur die Isolierung von Plasmid-DNA aks coli wurden in Abhangigkeit des Kulturvolumens
das NucleoSpin Plasmid QuickPure Kit bzw. das Nalwbed Plasmid Purification AX 100

Kit (Machery & Nagel) gemaR den Herstellerangabenvendet. Die DNA-Konzentration
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wurde spektrophotometrisch mit Hilfe des Spektratpmeters UV-2101 PC (Shimadzu)
anhand der Absorption bei 260 nm bestimmt, wobee é\bsorption von 1 einer DNA-
Konzentration von 50 pg/ml entspricht.

2.2.2.4 Agarosegelelektrophorese

Fur die Agarosegelelektrophorese wurden 1%ige Asgagele (in 0,5 x TBE-Puffer), die den
Farbstoff ,DNA Gelred Nucleic acid Gel stain“ zuet@ktion der DNA enthielten, eingesetzt.
Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von \I0furchgefuhrt, wobei der DNA-
Marker Smart Ladder (Eurogentech) als Grol3enstdndamvendet wurde.

2.2.2.5 DNA-Sequenzierung
Die Sequenzierung der jeweiligen Topo- bzw. Expossvektoren wurde von der Firma
Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) dus@liyt.

2.2.3.Mikrobiologische Methoden

2.2.3.1 Herstellung kompetenteE. coli Zellen und Transformation

Die Herstellung chemisch kompetenter bzw. elektnggetentelE. coli Zellen erfolgte nach

Sambroock et aSambrook & Russell, 2001). Fur die heterologetdtnexpression wurden
chemisch kompetente BL21 bzw. C43(DE3) Zellen ndsittelitzeschock transformiert,
wahrend bei den Klonierungen aufgrund der deutldiheren Transformationseffizienz
(Fregel et al. 2008) elektrokompetente TOP10 Zeltetiels Elektroporation transformiert

wurden.

2.2.3.2 Herstellung von Protoplasten und Transformigon von B. megateriumMS941
Die Herstellung von Protoplasten und Transformation B. megateriumMS941 erfolgte
nach der Methode von Baeg al. (Barg et al. 2005). Dazu wurde 50 ml LB-Medium in
einem 300 ml Schikanekolben mit 1 ml einer Ubernhaalitur von B. megateriumviS941
angeimpft und bis zum Erreichen einer £Pvon 1 bei 200 UpM und 37°C inkubiert. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation fir 15 min b&l0® UpM und 4°C geerntet und das
Pellet in 5 ml SMMP resuspendiert. Nach Zugabe 100 pl Lysozymlosung (in 10 mg/mi
SMMP) erfolgte die Inkubation der Zellen bei 37°@dudie regelm&Rige Kontrolle der
Protoplastenbildung unter dem Mikroskop. SobaldoB0100% der Zellen als Protoplasten
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vorlagen, wurden diese fir 10 min bei 3000 UpM &alimtemperatur zentrifugiert, in 5 ml
SMMP resuspendiert und wiederum zentrifugiert. Naamimeutem Resuspendieren des
Zellpellets in 5 ml SMMP wurden die Protoplastent @80 ul einer 87%igen Glycerinldsung
versetzt. Die Protoplasten wurden zu 500 pl aliguound bis zur Transformation bei -80°C
gelagert.

Fur die Transformation wurden 500 Bl megateriunProtoplasten zu 5 pg Plasmid-DNA
(gelést in 20 ul SMMP) gegeben und die Protoplagibii\-Losung langsam zu 1,5 ml PEG-
P Losung pipettiert. Nach Inkubation fir 2 min B&umtemperatur wurde 5 ml SMMP
zugegeben und fur 10 min bei 3000 UpM und Raumteatpezentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig verworfen, das Pellet in 500 pl8M resuspendiert und fir 45 min ohne
Schitteln, gefolgt von 45 min bei 300 UpM inkubierinschlieRend wurde der
Transformationsansatz in 3,5 ml CR5-Topagar Uberfiorsichtig gemischt und auf
vorgewarmten LB-Platten, die Tetracyclin der Endientration 10 pg/ml enthielten, verteilt.
Nach Inkubation tber Nacht bei 30°C wurden die Klarneut auf LB-Platten (10 pg/ml
Tetracyclin) ausgestrichen und tGber Nacht bei 3@kGbiert.

2.2.3.3 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

E. coliwurde in den komplexen Flussigmedien Nahrbouill§NB) oder Luria-Bertani (LB)
kultiviert. Fur die Expression i&. coliwurde TB-Medium, bestehend aus 24 g/l Hefeextrakt,
12 g/l Trypton, 4 ml/l Glycerin, 2,31 g/l KIPQ,, 12,5 g/l KHPO, und HO (ad 1 1),
eingesetzt. Zur Selektion wurde Ampicillin in ein&ndkonzentration von 100 pg/ml
verwendet.B. megateriumwurde in LB-Flussigmedium oder einem komplexen Med
kultiviert, das 24 g/l Hefeextrakt, 12 g/l Soytahml/l Glycerin, 2,31 g/l KHPO,, 12,5 g/l
KoHPO, und HO (ad 1 I) enthielt. Zur Selektion wurde Tetracydh einer Endkonzentration
von 10 pg/ml verwendet.

Fur E. coli undB. megateriunwurden LB-Agarplatten mit 1,5% Agar-Agar verwendgte
Lagerung der Bakterien erfolgte fur kirzere Zemn&duauf LB-Agarplatten bei 4°C. Zur
langfristigen Lagerung wurden Glycerinstocks dusthe 1:1 Mischung einer Ubernacht-

Kultur mit einer 87%igen Glycerinldsung hergesteiitd diese bei -80°C gelagert.

2.2.3.4 Heterologe Proteinexpression i. coli

Die heterologe Proteinexpression aller Busnegateriunstammenden Proteine aul3er FAR3
(Cytochrome P450, Flavodoxin, Ferredoxine und Fkxxen Reduktasen FAR1 und FdR2)
erfolgte inE. coli C43(DE3) Zellen. Die Ferredoxin Reduktase FdR3deunE. coli BL21
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Zellen exprimiert. Dazu wurde 10 ml TB-Medium, despicillin der Endkonzentration 100
pa/ml enthielt, mit einer einzelnen Kolonie angeftymd tber Nacht bei 37°C und 150 UpM
kultiviert. Mit 5 ml dieser Vorkultur wurde 250 milB-Medium der gleichen Ampicillin-
Konzentration in 2 | Schikanekolben angeimpft urd 87°C und 100 UpM kultiviert. Um
das Wachstum der Bakterienkultur zu kontrolliereirde in regelméafiigen Abstéanden die
optische Dichte (OD) bei 600 nm im Spektralphot@nefemessen, wobei TB-Medium als
Leerwert eingesetzt wurde. Sobald ein Wert von élygaerreicht war, wurden die Kulturen
mit IPTG in der Endkonzentration 1 mM induziert.i Ber Expression der Cytochrome P450
wurde gleichzeitig mit der Induktion der Ham-Vodéu s-Aminolavulinsdure in der
Endkonzentration 0,5 mM zugegeben. Die Proteinesgioa erfolgte bei 28°C und 100 UpM.
24 h nach Expression wurden die Zellen durch Zewgfaition bei 4500 UpM und 4°C fir 20
min geerntet, der Uberstand verworfen und das gkdipbei -20°C gelagert.

Die Mutante Arhl A18G ausSchizosaccharomyces pombdie durch eine gesteigerte
Ausbeute an Holoprotein im Vergleich zum WildtyphArgekennzeichnet ist und in dieser
Arbeit nur Arh1l genannt wurde, wurde wie zuvor lbesben exprimiert und gereinigt (Ewen
et al. 2008). Die Reduktase AdR aBses taurusund CYP106A2 (mit HisTag) ausB.
megateriumwurden in unserem Institut von Katharina Bompaisg iVolfgang Reinle irE.
coli Zellen rekombinant exprimiert und gereinigt (Ligur2004; Sagara et al. 1993). Die
Expression und Reinigung dé&. coli Fpr erfolgte in unserem Institut durch Dr. Michael
Ringle (Ringle et al. 2012) und wurde freundlicheise zur Verfliigung gestellt.

2.2.4 Proteinreinigung der Proteine ausB. megaterium

2.2.4.1 Ultraschallaufschluss

Die Zellpellets wurden in Lysepuffeb@ mM Natriumphosphatpuffer pH 8,0; 300 mM NacCl)
resuspendiert und mit dem Serin-ProteaseinhibitddSP in einer Endkonzentration von 1
mM versetzt. Der Aufschluss wurde unter permanegigkiihlung mit dem Sonotrodentyp 1,
einer Schwingungsamplitude von 25 mm, einem Puls3®Sekunden, einer Ratio von 1 und
einer Ruhrerdrehzahl von 200 UpM mit einer Rihrzmith 30 min in Anwesenheit eines
Magnetriihrstabes durchgefuhrt. Nach dem Aufschiussle die Suspension bei 300§and
4°C fur 30 min unter Vakuum zentrifugiert (Ultrazefugation). Dadurch wurden
Zelltritmmer und Membranproteine pelletiert, wahresich die zytosolischen Proteine im
Uberstand befanden. Dieser Uberstand wurde nunnmgesh und durch Immobilisierte
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Metallionen Affinitatschromatographie (IMAC) und &Benausschlusschromatographie
gereinigt. Alle Proteinreinigungen wurden bei 4°Gt mier Chromatographieanlage Akta
Prime (GE Healthcare Life Sciences) durchgefuhrt.

2.2.4.1 Immobilisierte Metallionen Affinitditschromatographie (IMAC)

Alle aus B. megateriumstammenden Proteine enthielten einen aus sechanander
folgenden Histidinen bestehenden ¢lsg. Dieser Tag ermoéglicht die Reinigung mittels
Immobilisierter Metallionen  Affinitatschromatograph die auf der reversiblen
Wechselwirkung zwischen den Histidin Seitenkettewd immobilisierten Metallionen, hier
Co?* basiert. Die Reinigung erfolgte mit Hilfe des Aktaime™ Chromatographiesystems
(Pharmacia) unter Verwendung des Saulenmaterial{ ONM® Metal Affinity Resin
(Clontech). Die Lysate wurden mit einer Geschwikdig von 2 ml/min auf die Saule
geladen. Ungebundene Proteine wurden durch WagdlteAquilibrierungspuffer, der hier
dem Lysepuffer entsprach, entfernt. Die Elution wgelener Proteine erfolgte mit
Elutionspuffer (50 mM Natriumphosphatpuffer pH 730 mM NaCl, 150 mM Imidazol),
wobei Fraktionen zu je 2 ml gesammelt wurden. N@shElution wurde die Séule wiederum
mit Lysepuffer aquilibriert. Die gesammelten Frakén wurden UV/Vis-spektroskopisch
von 200 - 700 nm vermessen. Fraktionen, die dalprdiein enthielten, wurden vereinigt,
mittels Ultrafiltration (Millipore Amicon®Ultra Ultacel®) auf ein maximales Volumen von

1,5 ml konzentriert und einer Grol3enausschlusscht@gnaphie unterzogen.

2.2.4.2 Groélienausschlusschromatographie

Die konzentrierten Proben wurden mit 100 ul eif@oiyen Glukoselbsung versetzt und auf
eine mit Superde¥' 75 pg (Clontech) gefiillte und mit 50 mM Kaliumppbatpuffer, pH 7,4
aquilibrierte  Saule aufgetragen. Die Elution erfely am Akta Primg"
Chromatographiesystem (Pharmacia) mit einer Fltssv@n 0,1 ml/min, wobei 2 ml
Fraktionen gesammelt wurden. Die Fraktionen wurtd&flVis-spektroskopisch von 200 -
700 nm vermessen und der Reinheitswert (Q-Wertgrjdetaktion berechnet. Geeignete
Fraktionen wurden vereinigt, aufkonzentriert und bur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.
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2.2.5.Proteinanalysen

2.2.5.1 BC-Assay
Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wutede BC-Assay (Uptima/interchim,

Montlucon, France) gemal3 den Herstellerangaberhdafihrt.

2.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-F#)

Zur Uberprifung der Reinheit und des Molekulargétgoder exprimierten und gereinigten
Proteine wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE hnacaemmli (Laemmli 1970)
durchgefuhrt. Dafur wurde eine vertikale Hoefer NigSmall-Mini-Gel-Apparatur
(Amersham Pharmacia Biotech) mit 15%igen SDS-Trelergeingesetzt und die Trennung
bei 20 mA durchgefuhrt (Sambrook & Russell, 20@ige Proteine wurden mit Coomassie-
Losung (0,1%w/v Coomassie Blue, 10%/v Essigsaure, 40%/v dH,O, 50%v/v Methanol)
gefarbt und der Hintergrund des Gels mit Entfarbahg (10%v/v Essigsaure, 45%/v dH20
45% viv Methanol) entfarbt. Zur Abschatzung der Molekuéawgchte wurde ein
GroRRenstandard eingesetzt (peqGOLD Protein-Makkepeqglab).

Zum Nachweis der ProteinexpressiorBinmegateriunwurde jeweils eine von der optischen
Dichte bei 578 nm (ORg) abhéngige Probenmenge eingesetzt, so dass eicbldéibende
Zellzahl in jeder Probe gewahrleistet war. Entspeece Aliquote vonB. megaterium
Zellsuspensionen wurden durch Zentrifugation fir mén bei 10000 g pelletiert, in
Lysepuffer (100 mM Tris/HCI pH 8,0; 20 mM EDTA; 5gim| Lysozym) resuspendiert und
bei 37°C fur 30 min inkubiert. Zur Abtrennung udiélser Zellbestandteile wurden die
Zellsuspensionen 15 min bei 10000 g zentrifugiBroben des Zelllysats wurden mit dem
gleichen Volumen 2x SDS-Probenpuffer gemischt uind10 min bei 100°C gekocht. Die
Durchfuhrung der SDS-PAGE erfolgte analog zu derei@en Proteine.

2.2.5.3 Western Blot

Fur Western Blot Analysen wurden die Proben wieeugt2.5.2 beschrieben vorbereitet und
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Fir Western Blot Aeah von CYP106A1, Arhl und Fld
wurden die Gele bei 10 mA wahrend 45 min auf hybBad Nitrocellulose Membranen
(Biorad, Richmond, CA, USA) geblottet (Towbin et 4B92). Zur Blockierung von freien
unspezifischen Proteinbindungsstellen wurden dienblfanen tUber Nacht bei 4°C in TBS
Puffer (50 mM Tris-base pH 7,5; 200 mM NaCl; 0,1%eEn 20), der 3% Milchpulver

enthielt, gelagert. Nach dreimaligem Waschen mis Huffer wurden die Membranen fir 2 h
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mit dem jeweiligen primaren Antikdrper (1:1000 Vénthung) in TBS Puffer inkubiert. Die
primaren Antikbrper gegen CYP106A1, Arhl und Fldrean durch Charles River Company
hergestellt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS Rufferden die Membranen mit einem
sekundaren Antikdrper (1:2000 Verdinnung), einememstich-Peroxidase gekoppelten
goat antirabbit 1IgG (Dako, Glostrup, Denmark), iBS Puffer fir 1 h versetzt. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS Puffer (10 mM Kaliumgtiwat Puffer pH 7,4; 150 mM
NaCl) wurde die Farbreaktion durch Zugabe von 4 4¥@hlor-1-Naphtol (gel6st in 2 ml
Ethanol) und 10 pl 30% 4@, in 25 ml PBS Puffer gestartet.

Fur Western Blot Analysen der Ferredoxine wurdenGlele bei 10 mA wahrend 45 min auf
Sequi-Blot PVDF Membranen (Biorad, Richmond, CA,A)Syeblottet. Zur Blockierung
freier unspezifischer Proteinbindungsstellen wurdem Membranen fur 15 min in PBS-
Tween Puffer (10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4018M NaCl; 0,3% Tween 20), der
3% Milchpulver enthielt, inkubiert. Die Membranemnden anschlieend fir 1 h mit der Anti
Hiss-Peroxidase (Roche Applied Science) in einer 1:180€rdinnung versetzt. Die
Membranen wurden 3 Mal mit PBS-Tween Puffer gewaschnd die Farbreaktion wurde
durch Zugabe von 7,5 mg Diaminobenzidin und 25Q%3+0, in 30 ml PBS-Tween Puffer
gestartet.

2.2.6.Spektroskopische Methoden

2.2.6.1 Bestimmung der optischen Dichte

Die Zelldichte vorE. coli Kulturen wurde durch Messung der optischen Di¢tt®) bei 600
nm bestimmt (Olgyg). Die optische Dichte vom. megateriumKulturen wurde durch die
Messung der Absorption bei 578 nm (§§ bestimmit.

2.2.6.2 UV/vis-Spektroskopie zur Bestimmung der Karentration reiner Proteine

UV/Vis-Spektren der gereinigten Proteine wurden eanem Zweistrahlphotometer (UV-
2101PC, Shimadzu, Japan) von 200 nm bis 700 nmeaafgmen. Um die Konzentrationen
des Flavodoxins und der Ferredoxine zu bestimmenysstan die molaren
Extinktionskoeffizienten an den charakteristisciaxima der Proteine ermittelt werden.
Dies wurde durch Korrelation der mittels BC Assay2.2(5.1) bestimmten
Gesamtproteinkonzentration der reinen Proteine et Absorptionswerte an den

charakteristischen Maxima der Proteine erreichtdefm wurde der Reinheitsgrad der
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einzelnen Proteine anhand der jeweiligen Q-Wertedbmet. Bei dem Q-Wert handelt es sich
um den Quotienten aus den Absorptionswerten an ahemakteristischen Maxima der
jeweiligen Proteine und den Absorptionswerten b&b6 2nm, welche die allgemeine
Proteinabsorption reflektieren. Bei allen Reinigemgwurde der Reinheitsgrad Uber die
entsprechenden Q-Werte und die Konzentration naahn ldambert-Beer'schen Gesetz unter
Berucksichtigung der jeweiligen Extinktionskoefénaten bestimmt.

Um UV/Vis-Spektren des reduzierten Fld zu erhaltgatde eine 40 uM Fld-Lésung mit 4

UM Arhl versetzt, wodurch das Spektrum des ger@nid-ld nicht verandert wurde. Die
Reduktion erfolgte durch Zugabe von 400 uM NADPHheEvollstandige Oxidation des

gereinigten FId wurde erreicht, indem 30 pM FldWdg mit 50 uM Kaliumhexacyanoferrat
(Ks[Fe(CN)]) versetzt wurden und das Uberschissige Kaliuntyaxeferrat durch

Ultrafiltration (Millipore Amicon®Ultra Ultracel®)wieder entfernt wurde.

2.2.6.3 Bestimmung der Cytochrom P450 Konzentration

Die Bestimmung der Cytochrom P450 Konzentration olgté mittels CO-
Differenzspektroskopie (COD) nach der Methode vanu@a und Sato (Omura und Sato
1964a). Cytochrome P450 erhielten ihren Namen \Joeni ungewohnlichen spektralen
Eigenschaften; der reduzierte Kohlenmonoxid (Cyugelene Komplex besitzt ein typisches
Absorptionsmaximum bei 450 nm, welches nach oberitenter Methode die Bestimmung
der Cytochrom P450-Konzentration ermoéglicht. Dieegagten Cytochrome P450 wurden
mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 1:200 verdiinmd mit einer Spatelspitze
Natriumdithionit (NaS,0,) versetzt, wodurch des Eisen im Ham reduziert wuRie Probe
wurde auf zwei Kivetten aufgeteilt, wobei eine Kiiwels Referenz diente und die andere 1
min mit CO begast wurde. Die Messung des CO-Diffespektrums erfolgte von 400 nm bis

500 nm. Die Cytochrom P450 Konzentration wurdeHilite folgender Formel berechnet:

Asso— Asgo* F

¢ (P450) =
e*d

¢ (P450): Cytochrom P450 Konzentration (in mM)
Auso Absorption bei 450 nm
Asoo Absorption bei 490 nm
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F: Verdunnungsfaktor (200)
& Extinktionskoeffizient (91 mMcm™)
d: Schichtdicke der Kuvette (1 cm)

2.2.6.4 Typ I-Differenzspektroskopie und Bestimmungler Dissoziationskonstanten I§

Die Messung von Substrat-induzierten Typl-Differgmektren erfolgte an einem
Zweistrahlphotometer (UV-2101PC, Shimadzu, Japaohnder Methode von Schenkman
und Jansson (Schenkman und Jansson 1998). Dierigjnchn sogenannten Typl-Substraten
im aktiven Zentrum bedingt eine Verdrdngung desalari Wassers von der sechsten
Koordinationsstelle des Ham-Eisens. Dies resultient einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums vom low-spin Zustand (417 nathAigh-spin Zustand, der durch ein
Absorptionsmaximum bei niedrigeren Wellenlangen eid Absorptionsminimum bei etwa
417 nm gekennzeichnet ist. Fur die Messungen wurdeai Tandem-Quarz-Kivetten
eingesetzt, die jeweils aus zwei Kammern (iRd R bzw. R und B) bestehen (Abb. 2.1).
Die Kammern R und R enthielten jeweils eine 10 uM Cytochrom P450 L@sun50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4, wahrend die Kammern Bnd R nur 50 mM
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 enthielten. Die in DMS@elésten Substrate (5 mM
Stocklésung) wurden in steigenden Konzentrationeden Kammern fund R gegeben. Die
entsprechende Menge DMSO wurde den Kammermuirl B zugegeben und nach einer
Inkubation von 5 min wurde ein Spektrum von 350 misl500 nm aufgenommen. Die Daten
wurden durch Auftragung der Differenzen der Absorpwerte des Maximums und des
Minimums (AA) gegen die eingesetzten Substratkonzentrationad anschlie3ender
Auswertung mit dem Programm Origin (OriginLab Cagton, Massachusetts, USA)
analysiert. Alle Titrationen wurden in Triplikatelurchgefiihrt, so dass der entsprechengle K

Wert den Mittelwert dieser drei unabhangigen Megsurdarstellt.

Dekektor

Abb. 2.1: Schema der zur Untersuchung eines Substrat-iadari Typl-Shifts und zur
Bestimmung des KWertes eingesetzten Tandemkuvetten.
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2.2.6.5 Screening der Naturstoffbibliothek mit CYPD6A1

Das Screening der aus 502 Substanzen bestehendaurstdiébibliothek (Biomol
International, Enzo Life Sciences GmbH, LérrachuBehland) erfolgte nach der in unserem
Institut etablierten Methode (Schmitz et al. 201Rjttels Differenzspektroskopie in
transparenten 96-well-Platten aus Polystyrol aenaiflattenreader Tecan Saphire Il (Tecan
Group Lfd, Maennedorf, Deutschland). Die Messungenden von 300 — 500 nm in 10 nm
Schritten bei 25°C durchgefihrt. Die Konzentrationges Cytochroms P450 und der
Substanzen wurden variiert, um optimale BedingunganDetektion eines Typ | Shifts zu
erhalten. Dabei erwies sich eine Konzentration ¥6ruM sowohl fir CYP106A1 als auch
fur die Substanzen als am besten geeignet. Jedsrdites enthielt eine Positivkontrolle
(Testosteron), eine Negativkontrolle (Cholestenoam)l eine DMSO-Kontrolle. Die Platten,
von denen jedes Well 250 pul CYP106A1-Losung (inn@ Kaliumphosphatpuffer pH 7,4)
enthielt, wurden vor und nach der Zugabe der Sobstavermessen. Durch Subtraktion der
Werte vor der Substanzzugabe von denen nach destédazugabe wurden die
Differenzspektren erhalten und diese anhand deyefiibrten Kontrollen ausgewertet.

2.2.6.6 Cytochromc Assay

Um zu untersuchen, ob der fehlende Elektronenteansivischen Arhl und Fdx1 oder
zwischen Fdx1 und CYP106Al1l oder beides die Ursafilleden nicht vorhandenen
Substratumsatz darstellen, wurde ein Cytochcofvssay durchgefiihrt. Dabei handelt es sich
um einen Assay, anhand dessen zum Beispiel digakiien zwischen einer Ferredoxin
Reduktase und einem Ferredoxin untersucht werdan, kda die meisten Ferredoxine sehr
schnell und effizient Elektronen auf Cytochramibertragen (Schiffler et al., 2004). Dabei
erfolgt eine Reduktion des Cytochraywelche anhand der Absorptionszunahme bei 550 nm
spektroskopisch verfolgt und quantifiziert werdesnk. Daftr wurden Cytochrora (100
nM), Fdx1 (10 uM) und Arh1/AdR/Fpr (1 uM) in 500 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH
7,4 gemischt. Die Reaktion wurde durch Zugabe vo@ @M NADPH gestartet und die

Reduktion von Cytochrorawurde bei 550 nm verfolgt.

2.2.6.7 NMR-Spektroskopie

Die Aufnahme und Auswertung der NMR-Spektren etldurch Herrn Dr. Josef Zapp
(Institut fur Pharmazeutische Biologie, Universitds Saarlandes, Saarbriicken) an einem
Bruker DRX 500 oder einem Bruker Avance 500 NMR @pmaneter bei 298 K. Die NMR-
Spektren wurden in deuteriertem Chloroform (C§Cloder Methanol (CEDD)
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aufgenommen. Alle chemischen Verschiebungen wuirdgarts per million (ppm) auf der
Skala relativ zu den Losemittelpeaks von CDI@is 7.24 {H NMR) bzw. 77.00 ¢C NMR)
oder CHOD bei$ 3,30 {H NMR) bzw. CRXOD bei s 49,00 {°C NMR) angegeben. Die
zweidimensionalen NMR Spektren wurden als gs-HH-EO&-NOESY, gs-HSQCED und

gs-HMBC aufgenommen.

2.2.7.Cytochrom P450 abhangige Substratumsatze

2.2.7.1In vitro Substratumsatze

Die in vitro Substratumsatze wurden in einem Volumen von 25Meil 30°C und in
Abhangigkeit des eingesetzten Cytochroms P450 Rubstrates fur 30 bis 120 min
durchgefuhrt. Als Puffersystem wurde 20 mM Kaliurapphatpuffer, 20% Glycerin, pH 7,4
bzw. im Falle des CYP106A1 abhéngigen KBA UmsatzésmM HEPES-Puffer, 20%
Glycerin, pH 7,4 eingesetzt. Ein Reaktionsansathielh Arhl (1,5 uM), Fdx/FId (10 puM)
und Cytochrom P450 (0,5 uM), ein NADPH-regenerideenSystem (1 mM Mggl5 mM
Glukose-6-Phosphat, 1 U Glukose-6-Phosphat Dehgdiage) und 100 bis 200 uM Substrat.
Mit Ausnahme von Vitamin D3, welches in einer 45e6i@-Hydroxypropyl-Cyclodextrin-
Losung solubilisiert wurde, wurden alle SubstanreBthanol geldst. Vitamin D3 wurde den
in vitro Substratumsétzen jeweils in einer 20-fachen Verdiignzugegeben, so dass die
Endkonzentration dgs-Hydroxypropyl-Cyclodextrins 2,25% betrug. Die RBaken wurden
durch Zugabe von NADPH in einer Endkonzentration tomM gestartet und durch 500 pl
Ethylacetat gestoppt. Die Proben wurden bei 100@M Ulr 10 min zentrifugiert, um
wassrige und organische Phase zu trennen. Die ieoh@n Phase wurde in ein neues
Eppendorf Gefald tberfuhrt und die wassrige Phaseuemit 500 pl Ethylacetat extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereinigt, das Ldsgrdurch einen Vakuum-Zentrifugen-
Konzentrator (Univapo 100 H von UniEquigingedampft und die Proben direkt mittels
HPLC analysiert oder bei -20°C gelagert. Ein Vadieder verschiedenen Redoxpartner
erfolgte mittelsin vitro Substratumsatzen unter den oben beschriebenenddedjen. Dabei
wurde davon ausgegangen, dass die Absorptionseiugitsn der Produkte mit denen des
jeweiligen Substrates Ubereinstimmen und die Primldking wurde aus der Summe der
Produkte im Vergleich zur Summe der Produkte und &mbstrates berechnet. Die

angegebenen Werte stellen den Mittelwert aus miadssirei unabhéangigen Reaktionen dar.
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2.2.7.2 Bestimmung der Enzymaktivitat

Um die Enzymaktivitat und kinetische Parameter d&tochrom P450 abh&ngigen
Substratumsetzung zu bestimmen, wurden Substratzenséde unter 2.2.7.1 beschrieben
durchgefuhrt. Im Falle des CYP106A1 abhangigen KBMsatzes wurden die Reaktionen
mit 1,5 uM Arhl, 10 uM Fdx2 und 0,5 uM CYP106A1 f2imin durchgefiihrt. Die KBA
Konzentrationen reichten von 0-100 pM. Die Bestimmder Enzymaktivitat der CYP109E1
abhangigen Vitamin D3 Umsetzung erfolgte mit 1,5 Akhl, 10 uM Fdx3 und 0,5 pM
CYP109E1 fur 3 min, wobei Vitamin D3 in Endkonzetionen von 0-150 pM eingesetzt
wurde. Im Falle des CYP109A2 abhangigen Vitamin UD8satzes wurden die Reaktionen
mit 1,5 uM Arh1, 10 puM Fdx3 und 0,5 pM CYP109A2 80 min durchgefuhrt. Die Vitamin
D3 Konzentrationen reichten von 0-150 pM. Dig,Y und Ky Werte wurden durch
Auftragung der Produktbildungsraten gegen die Satksinzentrationen berechnet. Die
erhaltenen Daten wurden durch hyperbolische bzgmaidale Regression mittels des

Programms Origin (OriginLab Corporation, Massackigs&SA) ausgewertet.

2.2.7.3 Ganzzellumsatze miB. megateriumMS941 {n vivo Substratumsatze)

Die B. megateriumMS941 Stdmme wurden anhand der Methode der Pglgeiiykol
vermittelten Protoplastentransformation (Barg et, #005) mit den entsprechenden
Expressionsplasmiden transformiert. Fir die Gahanslatze wurde 50 ml Komplexmedium,
das 10 pg/ml Tetracyclin enthielt, in einem 300 $chikanekolben mit einer einzeln&n
megateriumKolonie angeimpft und Gber Nacht bei 30°C und 186M inkubiert. 50 ml
Komplexmedium, das mit 10 pg/ml Tetracyclin supmatrert wurde, wurde mit 500 pl der
Ubernachtkultur angeimpft und weiter kultiviert. B¢d die OR;g einen Wert von 0,4
erreichte, wurde die Proteinexpression durch digabe von 0,5%w/v) Xylose induziert. 24

h nach der Induktion wurden die Kulturen durch Zi&ngation bei 10000 g und 4°C fur 15
min geerntet, in 25 ml 50 mM Kaliumphosphatpuffet p,4 resuspendiert und die in Ethanol
geldsten Substrate in Endkonzentrationen von 1800- uM zugegeben. Alternativ wurden
die Expressionskulturen direkt mit den Substratersetzt. Das Substrat Vitamin D3 wurde
statt in Ethanol in einer 45%iggaHydroxypropyl-Cyclodextrin-Losung solubilisiert,alche

4 mM Saponin enthielt und in einer Endkonzentrattom 200 uM zugegeben, wobei die
Endkonzentration def-Hydroxypropyl-Cyclodextrins 2,25% und die des Saps 0,2%
betrug. 500 pl Proben der Kulturen wurden zu uoteesllichen Zeitpunkten entnommen.
Die Extraktion der Proben wurde wie unter 2.2.7e$dhrieben durchgefihrt und die Proben

bis zur HPLC Analyse bei -20°C gelagert.
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2.2.7.4 Large scale Substratumsatz mB. megateriumMS941

Um ausreichende Mengen der durch die Cytochrom B4S@me hergestellten Produkte zu
erhalten, so dass eine Strukturaufklarung der HRitedumittels NMR-Spektroskopie
ermdglicht wird, wurde der Kultivierungsmalf3stabd&rh(Upscale). Das Kulturvolumen der
Hauptkultur wurde auf ein Volumen von 750 ml erhabbei eine Aufteilung zu je 250 ml
auf einen 2 L Schikanekolben erfolgte. Die Inkutsatiund Induktion wurden wie unter
2.2.7.3 beschrieben durchgefuhrt. Nach einer Espeszeit von 24 h wurden die Kulturen
durch Zentrifugation geerntet, in 375 ml Kaliumpploatpuffer pH 7,4 resuspendiert und die
entsprechenden Substrate in Endkonzentrationen Mth - 300 uM zugegeben. Nach
individuellen Umsatzzeiten wurden die Kulturen 8@ min bei 4500 g zentrifugiert und der
Uberstand zweimal mit Ethylacetat extrahiert. Digamischen Phasen wurden vereinigt, an
einem Rotationsverdampfer (Rotavapor R-114 von Biemgedampft und bei -20°C
gelagert. Die Reinigung und Isolierung der Prodwdde dem Extrakt erfolgte mittels semi-
praparativer HPLC-Trennung (s. 2.2.8.2).

2.2.8.Chromatographische Methoden

2.2.8.1 Analytische HPLC-UV Messungen

Die HPLC Analysen wurden an einem 900er-SystemHiena Jasco (eine Pu-980 HPLC
Pumpe, ein AS-950 Sampler, ein UV-975 UV/visible ték¢or und eine LG-980-02
Gradienteneinheit; Jasco, Gross-Umstadt, Germany)chdefihrt. Alle verwendeten
Losemittel waren von HPLC-Reinheit und das verwémd&asser wurde zuvor mit einer
Milli-Q Biocel (Millipore, Bedford, MA, USA) gereiigt. Alle Loésemittelgemische wurden
vor Gebrauch entgast. Als Laufmittel dienten Gehmsaus Acetonitril/Wasser im Verhéltnis
40/60 bzw. 91/9 oder aus Methanol/Wasser im Vemigit5/25 (+0,1% TFA). Eine reversed-
phase ec MN Nucleodur;£(3 um, 4.0 x 125 mm) S&ule (Macherey-Nagel, Bétre, PA,
USA) wurde fur alle Experimente mit einer Flussrab@ 1 ml/min und bei einer Temperatur
von 40°C eingesetzt. Die Detektion der Substratk Rrodukte erfolgte bei 240 nm, 254 nm
oder 265 nm.

2.2.8.2 Semi-praparative HPLC-UV zur Isolierung vonProdukten
Fur die Isolierung der Produkte aus d@nmegateriumExtrakt wurde eine Jasco HPLC-
Anlage der 2000er Plus-Serie mit Hochdruckgradiei@gstem verwendet. Diese

48



Material und Methoden

unterscheidet sich von der unter 2.2.8.1 beschm@ibdasco-Anlage durch das Vorhandensein
eines Diodenarray Detektors (Jasco MD-2010 Plus)ies@ines Autosamplers mit einem
maximalen Injektionsvolumen von 1 ml. Die Extrakterden in 10 ml des entsprechenden
Laufmittels gelost, mit Hilfe einer 20 ml Spritzeitnmjektionsnadel aufgezogen und durch
Acrodisc® PTFE Spritzenfilter (d = 0,4%om, Firma PALL) filtriert. Die filtrierte Losung
wurde zu 1 ml Aliquots auf HPLC Vials verteilt uadf eine semi-praparative reversed-phase
ec MN Nucleodur ¢ (5 um, 8.0 x 250 mm) Saule (Macherey-Nagel, Béaene, PA, USA)
injiziert. Der HPLC-Lauf erfolgte analog zu den Beglingen der analytischen HPLC-UV,
jedoch mit einer erhtéhten Flussrate von 3 ml/mine Braktionen wurden mit einem
Advantec CHF122 SB Fraktionssammler gesammeltjnigteund das Losemittelgemisch an
einem Rotationsverdampfer (Rotavapor R-114 von Biatkgedampft.

2.2.9.Quantitative Real-Time Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Bei der quantitativen real-time PCR handelt es aktlnell um eine der exaktesten Methoden
zur Quantifizierung von mRNA. Sie zeichnet sicheidam Vergleich zu bisherigen Methoden

durch eine hbhere Sensitivitat aus, wodurch sogeeiaziges Molekll nachgewiesen werden
kann. Da diese hohere Sensitivitat jedoch auchretheforderungen an den experimentellen
Ablauf stellt, wurde die quantitative real-time PQGRch einem erweiterten, bewahrten
Protokoll (Klatte und Bauer 2009) durchgefuhrt.

2.2.9.1 Primerdesign

Das Design der RT-Primer fur die real-time PCR lgteomit Hilfe des Programms Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htin Dabei wurden die Parameter derart festgelegt,
dass die Primerlange 17 - 27 bp, der GC-Gehalt @@, und die Schmelztemperatur 60°C
betrug. Die Lange des resultierenden PCR-Produwkiede auf 150 - 200 bp festgelegt. Die
Primer wurden anhand einer Blast Suche im gesamtemegateriumDSM319 Genom
(Primer-BLAST Funktion, NCBI) auf ihre Spezifitahd Einzigartigkeit hin Gberprft.

2.2.9.2 Herstellung von Massenstandards
Um die in der quantitativen real-time PCR erhalteli&pressionswerte nicht nur relativ,

sondern auch absolut und quantitativ miteinandegleiehen zu kénnen, wurden fur alle zu
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untersuchenden Gene Massenstandards miteinbezZBgediesen Massenstandards handelt
es sich um etwa 1 kb groRe cDNA Sequenzen, welaheerntsprechenden real-time PCR
Zielsequenzen einschlielRen. Das Primerdesign égfelge unter 2.2.9.1 beschrieben, jedoch
mit einer Ziellange der PCR-Produkte von 800 - 1500. Zur Herstellung der
Massenstandards wurden PCRs mit 30 - 35 Zyklengemdmischer bzw. Plasmid DNA als
Matrize durchgefuhrt. Die erhaltenen PCR Produkteden in einem 1%igen Agarosegel
aufgetrennt und mit Hilfe des Kits ,NucleoSpin® Eadt 11 (Macherey-Nagel) aus dem
Agarosegel isoliert. Die Konzentration der isokertPrCR Produkte wurde in einem 1%igen
Agarosegel anhand des DNA-Markers Smart Ladderod&ntech) bestimmt. Aus der so
bestimmten Konzentration wurde die Kopienzahl deisgrechenden DNA-Fragmente mit
Hilfe des Web basierenden Programms OligoAnalyzer eredhnet
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligaflyrer/default.aspx und jeweils ein

Stock von 18 Molekilen pro 10 pl hergestellt. Fir jeden Mastemdard wurden
Verdiinnungen von 101¢, 1C°, 1¢%, 10°, und 18 Fragmenten pro 10 pl hergestellt und zu 30
pl Aliguots in PCR Reaktionsgeféal3en bei -20°C gatag

2.2.9.3 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

B. megateriumMS941 Zellen wurden in mit Casaminosauren suppldéerem M9
Minimalmedium, das entweder 25 uM Eisen (+Fe) da@n Eisen (-Fe) enthielt, bei 30°C
und 180 UpM in Schikanekolben kultiviert. Fur jeBesenbedingung wurden parallel drei
voneinander unabhangige Kulturen verwendet, deritelMerte die Grundlage der spateren
Quantifizierung und Auswertung darstellten. 10 rak dM9 Mediums mit oder ohne Eisen
wurden mit einer einzelneB. megateriunkKolonie angeimpft und tGber Nacht inkubiert. 50
ml des jeweiligen M9 Mediums wurden mit 500 pl térernachtkultur angeimpft und fiir 24
h kultiviert. Ein Volumen, das 1 x 1@ellen entsprach, wurde aus den Kolben entnommen
und durch Zentrifugation pelletiert. Die Gesamt RM#&rde mit dem innuPREP RNA Mini
Kit (Analytik Jena, Germany) gemal3 den Herstellgadren aus den Zellen isoliert. Die RNA
Konzentration und Qualitat wurde durch spektrophatrsische Analyse bei 260 nm und 280
nm und durch Visualisierung auf einem 1%igen Agege$ bestimmt. Die Reverse
Transkription der RNA mit Random Hexamer Primermraeumit dem RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas) bei Einsatz von 1 RIA durchgefiihrt. Die erhaltene
cDNA wurde 1:10 mit dpO verdinnt und bei -20°C gelagert.
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2.2.9.4 gPCR Messung

Vor Gebrauch wurde die cDNA wiederum 1:10 mit,@Hverdinnt und aliquotiert. Fir jede
Messung wurde fir die entsprechenden zu untersdeneene ein Mastermix aus den
Primern und dem Mastermix des DyNARoColorFlash qPCR Kits, welcher schon SYBR

Green enthalt, hergestellt:

Mastermix fur gPCR

2x gPCR Premix 10 pl

Primer for (10 uM) 0,2 ul

Primer rev (10 uM) 0,2 ul
10,4 ul

Mit einer Mehrkanalpipette wurde pro gPCR Reaktdonul des Mastermix mit 10 pul cDNA
bzw. 10 ul Massenstandard in einem Well einer 94l Wktte gemischt und diese mit
ICycler iQ TM Optical Tape versiegelt. Jede gPCRalRien wurde in einem technischen
Duplikat pipettiert. Die quantitative real-time PGRurde an einem iCycler/MylQ Single
Color Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) nafdigendem Thermoprofil

durchgefuhrt:

95°C 3 min

95°C 10s —

60°C 10s x 40
72°C 10s —_—

95°C 1 min

55°C 1 min

60-95°C 8 min20s

12°C forever
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2.2.9.5 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe der Softwareo#ad iQ5-Standard Edition (Version
2.0). Dabei wurden die sogenannten Ct (threshotderywWerte der technischen Duplikate
jeder Probe und jedes Standards auf Gleichférmtigk#iersucht, wobei Abweichungen bis
maximal 1 Ct akzeptiert wurden. Proben mit héhékweichungen wurden von der weiteren
Datenanalyse ausgeschlossen. Anhand der Standeedkwirde die Effizienz der PCR
berechnet, welche Werte zwischen 95-105% erreiclodite. Geringere oder héhere Werte
weisen auf das Vorhandensein von PCR Inhibitoraogtimales Primerdesign oder
degradierte PCR Komponenten hin und machen eineéfhelung der Messung bzw. eine
weitere Optimierung der PCR notwendig. Die Speiifider PCR wurde anhand der
jeweiligen Schmelzkurven Uberpriuft. Das Vorhandansnes einzelnen Peaks zeigt die
Bildung des korrekten PCR-Produktes mit genauer n@tttemperatur an, wéahrend
zusatzliche kleinere Peaks auf Artefakte und Zasapdifikate hindeuten, welche die
Quantifizierung verfalschen. Die absoluten Exp@ssiverte (SQ mean) und die jeweiligen
Probennamen wurden in Microsoft Excel exportieron\en absoluten Expressionswerten
(SQ mean) jeder Probe wurde der Wert der Wasseditensubtrahiert. Dann wurden die
Normalisierungsfaktoren anhand der Analyse der latsmo Expressionswerte des internen
Kontrollgens, hier deB. megateriumGens rpoB, bestimmt. Dazu wurde der absolute
Expressionswert der Kontrollprobe, hier M9 Mediuhme Eisen (-Fe), durch den absoluten
Expressionswert jeder einzelnen Probe dividiertr Be erhaltene Normalisierungsfaktor
wurde nun mit den Expressionswerten aller zu untdrsnden Gene multipliziert. Aus den
drei  biologischen Replikaten wurden absolute Expoesmittelwerte  und
Standardabweichungen berechnet und diese in einatkergliagramm dargestellt. Die
statistische Analyse der Daten erfolgte mithilfe daline Software NIA Array Analysis
(http://Ilgsun.grc.nia.nih.gov/ANOVA/index.htin(Sharov et al. 2005), die auf der ANalysis
Of VAriance (ANOVA) basiert. Die statistische Sifikanz wurde nach der False Discovery

Methode (FDR) unter Verwendung folgender Einstekm ermittelt: Error model “max
(average, actual)”, proportion of highest varian@@ues to be removed before variance
averaging “0.01”, degrees of freedom for the Bageserror model “10”, Benjamini and

Hochberg False discovery rate (FDR) threshold “Q.8&ro mutations.
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3. Ergebnisse

3.1. Bioinformatische Analysen

Um potentielle Cytochrome P450 und potentielle Redotner der Cytochrome P450 h
megateriumDSM319 zu identifizieren, wurden bioinformatischealysen der genomischen
Sequenz vorB. megateriunDSM319 durchgefuhrt. Die Suche nach CytochromerORAb
Genom vonB. megateriumDSM319 flihrte zur Identifizierung von vier Genene dur
potentielle Cytochrome P450 kodieren. Die Suchehnpotentiellen Redoxpartnern der
Cytochrome lieferte ein potentielles Flavodoxingeiey potentielle Ferredoxingene und drei
potentielle Ferredoxin Reduktasegene. Alle idezigften Gene — die Cytochrom P450 Gene,
das Flavodoxingen, die Ferredoxingene und die Bexia Reduktasegene — sind Uber das
komplette Genom voB. megateriunDSM319 verteilt (Abb 3.1). Damit befindet sich ke
der fur potentielle Redoxpartner der Cytochrome (P4kodierenden Gene in der
Nachbarschaft der Cytochrome P450.

CYP102A1
CYP109A2 Fdx2 CYP109E1

i Fdx3
X FdR2
Fdx4 CYP106A1 FAR1 |/ 4R3 FId

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

Bacillus megaterium DSM319

5097447 bp

Abb. 3.1 Schematische Darstellung dBscillus megateriunDSM319 Chromosoms und
Verteilung der Cytochrom P450, Flavodoxin, Ferredaxnd Ferredoxin Reduktase Gene.
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3.1.1.Untersuchung der Cytochrome P450

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimarstruktur der B. megaterium DSM319
Cytochrome P450

Die vier identifizierten Cytochrom P450 Gene komntals CYP102A1 (P450 BM3),
CYP106A1 (P450 BM1) sowie zwei neue Cytochrome P@SYP109E1 und CYP109A2)
identifiziert werden. Bei CYP102A1 (P450 BM3) hahldes sich um das bisher am besten
charakterisierte bakterielle Cytochrom P450 (Wlotede et al. 2012). Da das Ziel dieser
Arbeit die Identifizierung und Charakterisierunguee Cytochrom P450 Systeme war, wurde
CYP102A1 aus weiteren Studien ausgeschlossen.lEifiolgenden Untersuchungen wurden
ausschlief3lich die drei anderen Cytochrome P45Qicksichtigt. Alle drei identifizierten
Cytochrome P450 besitzen das stark konservierteoRm in der I-Helix, Glutaminsaure und
Arginin in dem konservierten EXXR Motiv der K-Helisowie die Signatur des Ham-
Bindemotivs, FxxGxHXCxG. CYP106A1 weist eine Seqeeantitat von 39% zu CYP109E1
und eine Sequenzidentitat von 31% zu CYP109A2 @¥P109E1 und CYP109A2 besitzen
eine Sequenzidentitdt von 43%. CYP106Al besitz¢ &aquenzidentitat von 63% zu zwei
CYP106 ausB. mucilaginosussowie zu CYP106A2 au8. megateriumATCC 13368.
CYP109E1l weist Sequenzidentitaten von 58% und 6@PCytochromen P450 auB.
macauensisund Paenibacillus elgiisowie von 47% zu CYP109B1 und von 43% zu
CYP109A1 aus. subtilisauf. CYP109A2 besitzt mit Sequenzidentitaten v8#Izw. 47%
die groRte Ahnlichkeit zu CYP109A1 bzw. CYP109B1s &1 subtilis Mit theoretischen
Molekulargewichten von 47,6 kDa, 46,9 kDa und 4&@)& besitzen CYP106A1, CYP109E1
und CYP109A2 fur Cytochrome P450 typische Molekydavichte. Die berechneten
isoelektrischen Punkte (pl) der drei Cytochrome (P4&gen mit 5,23 fur CYP106A1, 5,33
fur CYP109E1 und 5,55 fur CYP109A2 jeweils im sauBzreich.

Umgebung derB. megateriumDSM319 Cytochrom P450 Gene

Eine Herangehensweise, um mdgliche Substrate unétibnen der Cytochrome P450 zu
identifizieren, besteht in der Analyse der benadepaGene der Cytochrome P450. Zudem
kénnen durch Analyse der benachbarten Gene pdtentatrliche Redoxpartner identifiziert

werden, sofern die Cytochrome P450 in einem Geterlugler einem Operon zusammen mit
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Redoxpartnern oder Genen, die am Sekundarmetahsidmeteiligte Proteine wie z. B.
Polyketidsynthasen (PKS) kodieren, organisiert .simdder genomischen Umgebung von
CYP106Al1 (BMD_1855) befinden sich gegenlaufig in71Bp Entfernung zwei Gene
(BMD_1854 und BMD_1853), die hypothetische Proteimdekannter Funktion kodieren.
Zudem sind Gene, die fur ein CBS-Doménen ProteiMIB1852), ein hypothetisches
Protein (BMD_1851) sowie eine Aldose 1-Epimeras®I[B 1850) kodieren, upstream des
CYP106A1 Gens zu finden. Downstream des CYP106Ais®Gefindet sich in gegenlaufiger
Orientierung in einem Abstand von 267 bp ein fir &ranskriptionsregulatorprotein der
TetR Familie kodierendes Gen (BMD_1856) sowie dg3e Operon bestehend aus den fur
den Xylose Repressor R, die Xylose Isomerase XyHi&, Xylose Kinase Xyl B und die
Xylose Permease Xyl | kodierenden Genen (BMD _18860).

In der unmittelbaren Nachbarschaft von CYP109E1 [B#874) befindet sich gegenlaufig
in 109 bp Entfernung ein Gen (BMD_3873), das flireai Transporter der HPP Familie
kodiert, ein fur einen transkriptionellen Regulatoit Helix-Turn-Helix-Motiv kodierendes

Gen (BMD_3871), ein Gen (BMD_3870), das fiur eineofCoA Hydratase/lsomerase
kodiert sowie zwei fur hypothetische Proteine umpeker Funktion kodierende Gene
(BMD_3872 und BMD_3869). Downstream von CYP109E1fdsn gleicher Orientierung mit

einem Abstand von 168 bp Gene vorhanden, welcheeifiirProtein der DoxX Familie

unbekannter Funktion (BMD_3875), fir ein Glykosylramsferase Domanen Protein
(BMD_3876), fur eine Nukleotid Zucker Dehydrogena@MD 3877) sowie fur eine

Glykosyl Transferase (BMD_3878) kodieren.

In der genomischen Umgebung von CYP109A2 (BMD_20&8)nden sich in gegenlaufiger
Orientierung und 288 bp Entfernung Gene, welche diir putatives Membranprotein
(BMD_2034), eine Acetyltransferase (BMD_2032), elécetylmuramoyl-L-Ala-Amidase
(BMD_2031) sowie fur zwei hypothetische Proteindelannter Funktion kodierende Gene
(BMD_2033 und BMD_2030). Downstream von CYP109A&dsin zwar kurzer Distanz von
29 bp, jedoch in gegenlaufiger Leserichtung flreeMalat-Dehydrogenase (BMD_2037)
sowie fur eine D-Serin-Dehydratase (BMD_2040) koehele Gene zu finden. Die ubrigen
benachbarten Gene (BMD_2036, BMD_2038 und BMD_2038jieren fur hypothetische

Proteine unbekannter Funktion.
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Zusammengefasst lieferte die Untersuchung der tginekgenomischen Umgebung der
Cytochrome P450 kodierenden Gene keine Hinweisgatgtielle natirliche Redoxpartner

oder Substrate.

3.1.2.Untersuchung des Flavodoxins

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimarstruktur des B. megaterium DSM319

Flavodoxins

Fld weist Sequenzidentitaten von 56% bzw. 44% zuklavodoxinen YkuP und YkuN aus
B. subtilissowie von 45% bis 57% zu Flavodoxinen aus versigmenBacillus Spezies auf.
Bei Flavodoxinen handelt es sich um kleine, stanire Elektronentransferproteine, welche
aus 140 bis 180 Aminosauren bestehen, Molekulajge/von 13 kDa bis 23 kDa aufweisen
und in short-chain und long-chain Flavodoxine ueiérwerden konnen (Sancho 2006). Das
aus 152 Aminosauren bestehende Fld d&is megaterium besitzt ein theoretisches
Molekulargewicht von 16,5 kDa und kann aufgrund &eélens des aus 20 Aminoséauren
bestehenden, fur long-chain Fld charakteristischeogps den short-chain Flavodoxinen
zugeordnet werden. Mit einem berechneten isolesekten Punkt (pl) von 4,22 besitzt Fld

ausB. megateriunzudem einen fur Flavodoxine typischen, sehr sapten

Umgebung desB. megateriumDSM319 Flavodoxins

Upstream des Flavodoxingens (BMD_4866) befindeh Bicgleicher Leserichtung in 30 bp
Entfernung fur die Untereinheiten | und Il der Gyticom d Ubiquinol Oxidase kodiere Gene
(BMD_4864 und BMD_4865). Zudem sind Gene zu findgalche fur ein 50S ribosomales
Protein (BMD_4863), ein periplasmatisches Solut ddprotein (BMD_4862) sowie ein

Cobalamin Synthese Protein (BMD_4861) kodieren. gr ORFs, die sich unmittelbar
downstream des Flavodoxingens befinden (BMD_4878M8sind zwar nur 15 bp entfernt
und liegen zum Teil gleich orientiert vor, kodiergedoch flir hypothetische Proteine
unbekannter Funktion. Darauf folgen zwei Gene (BM872 und BMD_4871), die fur die

Alpha- und Beta-Untereinheit der Ribonukleosid-Ripphat-Reduktase kodieren.
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3.1.3.Untersuchung der Ferredoxine

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimarstruktur der B. megaterium DSM319

Ferredoxine

Um Hinweise auf den Eisen-Schwefel-Cluster Typ Bermredoxine zu erhalten, wurden die
abgeleiteten Proteinpriméarstrukturen der Ferredoxkdx1-4 mit der Pfam-Datenbank
abgeglichen. Dabei wurde fur Fdx1 ein [2Fe-2S]-@usorhergesagt. Die Ferredoxine Fdx2,
Fdx3 und Fdx4 wurden als Nicht-[2Fe-2S]-Clusterré@oxine eingeordnet, welche jeweils
einen [4Fe-4S]-Cluster enthalten. Ferredoxine $ieihe, saure Elektronentransferproteine
mit Molekulargewichten von 6-24 kDa (Lovenberg 200Bie Ferredoxine Fdx1-4 wiesen

mit theoretischen Molekulargewichten von 11,7 kBd, kDa, 8,9 kDa und 8,8 kDa fir

Ferredoxine typische Werte auf. Auch die pl-Wena ¥dx2-4 liegen mit 3,72, 3,69 und 3,94
wie fur Ferredoxine zu erwarten im sauren Berengdhrend Fdx1 mit einem Wert von 5,93

einen nur schwach sauren pl-Wert aufweist.

Umgebung derB. megateriumDSM319 Ferredoxine

In der genomischen Umgebung von Fdx1 (BMD_1901)indeh sich in gleicher

Leserichtung mit 74 bp Entfernung zwei Gene (BMD0A9und BMD_1897), die fur

hypothetische Proteine unbekannter Funktion kodierbleben Genen, die fir ein
Transportprotein (BMD_1899) bzw. ein putatives Ippmtein (BMD_1898) kodieren

befinden sich upstream von Fdx1 fur eine Kupfengportierende P-Typ ATPase und ein
Kupfer Chaperon kodierende Gene (BMD_1996 und BMI®5). Downstream Fdx1 sind in
relativ groBem Abstand von 224 bp Gene vorhandemend Genprodukte als putatives
Peptidoglykan-bindendes Protein (BMD_1902), als dtlgptisches Protein unbekannter
Funktion (BMD_1903) sowie als YibE/F-ahnliches Rmot(BMD_1904) annotiert sind. Des
Weiteren befinden sind Gene, die fur einen trapskmellen Regulator der ArsR Familie
(BMD_1905) sowie ein Arsen Pumpenprotein (BMD_19k&jlieren, in raumlicher Nahe zu
Fdx1.

Upstream von Fdx2 (BMD_2329) sind in gleicher Otiemung in 37 bp Entfernung Gene
vorhanden, die fur ein Pyridoxin Biosynthese ProtdBMD_2328), eine Alkohol-

Dehydrogenase (BMD_2327), eine Enoyl-CoA Hydralaseierase (BMD2326), ein Protein
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der Kurzketten Dehydrogenase/Reduktase Familie (BRB25) und eine Acyl-CoA
Dehydrogenase (BMD_2324) kodieren. Downstream vdr2Fbefinden sich in gleicher
Leserichtung, jedoch mit 224 bp Entfernung, Gerexenl Genprodukte als hypothetisches
Protein unbekannter Funktion (BMD_2330) sowie als dntereinheiten A und B einer
Succinyl-CoA:3-Ketosauren-Coenzym A Transferase [(B331 und BMD_2332) annotiert
sind. Zudem befinden sich zwei Gene, die eine Adeébenzym A Acetyltransferase
(BMD_2333) und eine Aminotransferase (BMD_2334) dstkeam von Fdx2.

Upstream von Fdx3 (BMD_4349) befindet sich gegeigdein Gen, das ein hypothetisches
Protein unbekannter Funktion (BMD_4348) kodiert umitl einem Abstand von 262 bp sehr
weit von Fdx3 entfernt ist. Die beiden folgendebermfalls gegenlaufig angeordneten Gene
kodieren fur eine ATP-abhdngige DNA-Helikase (BMB44) und eine Protease
(BMD_4346). Downstream von Fdx3 ist gegenlaufig eiitem Abstand von 78 bp ein Gen
vorhanden, das eine FMN-Permease (BMD_4350) koddedem befinden sich Gene, deren
Genprodukte als D-3-Phosphoglycerat DehydrogenaB&ID(4351) und Peptidase
(BMD_4352) annotiert sind, gefolgt von einem Operpar Cytochromc Biogenese
(BMD_4353-4357).

Die unmittelbar an Fdx4 (BMD_0889) angrenzendend&aerisen die gleiche Leserichtung
auf und kodieren ABC Transporterproteine (BMD_O0&B86). Downstream von Fdx4
befinden sich in gegenlaufiger Orientierung miteam Abstand von 405 bp Gene, die ein
Protein mit 6-Phospho-3-Hexuloseisomerase DomandD(B)890), eine 3-Hexulose-6-
Phosphatase Synthase (BMD _0892) sowie einen tigtiskellen HTP-Typ Aktivator
(BMD_0892) kodieren.

3.1.4.Untersuchung der Ferredoxin Reduktasen

Untersuchung der abgeleiteten Proteinprimarstruktur der B. megaterium DSM319

Ferredoxin Reduktasen

Die drei potentiellen Ferredoxin Reduktasen wurdais NADH-abhéngige Flavin
Oxidoreduktase bzw. FAD/FMN bindende Oxidoreduktaseotiert. Mittels der Pfam-

Datenbank wurden die abgeleiteten Proteinprimésiran der Ferredoxin Reduktasen auf
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die Existenz konservierter Domanen untersucht. Aie Proteine weisen eine NAD(P)H-
Bindedomane sowie eine FAD/FMN-Bindedoméne auf, chwel charakteristisch fur
Ferredoxin Reduktasen sind. Mit theoretischen Mdkeigewichten von 43,1 kDa, 37,6 kDa
und 55,1 kDa weisen FdR1, FdR2 und FdR3 fur Feriad@eduktasen typische GroRen auf
wie die der Ferredoxin Reduktasen aus Spinat (BB,3(Karplus et al. 1984)), dem Rind
(50,3 kD (Sagara et al. 1993)) oddrycobacterium tuberculosig9,3 kD, (McLean et al.
2003)). Auch die theoretischen isoelektrischen Raumkn 5,03, 5,56 und 5,41 sind &hnlich zu
den Werten anderer Ferredoxin Reduktasen wie dleB Ferredoxin Reduktase FARA aus
Sorangium cellulosur8o ce56 (6,01 (Ewen et al. 2009)).

Umgebung derB. megateriumDSM319 Ferredoxin Reduktasen

Die FdR1 (BMD_3933) umgebenden Gene weisen zwargliiehe Leserichtung auf wie

FdR1, sind mit 154 bp bzw. 156 bp jedoch relativtwatfernt. Die Gene upstream von FdR1
kodieren fur ein integrales Membranprotein (BMD_2p3ein Cupin-Doménen Protein

(BMD_3931) sowie eine Sulfatase (BMD_3930). Die iuttetbar downstream an FdR-2493
angrenzenden Gene kodieren fur hypothetische Reotebekannter Funktion (BMD_3934,
BMD_3935 und BMD_3937) und eine GABA Permease (BN836).

Upstream des FdR2 (BMD_4401) kodierenden Gens deffisich in gleicher Orientierung
mit einem Anstand von 140 bp ein Pyrrolin-5-CardaekyReduktase kodierendes Gen
(BMD_4400) und Gene, die fur ein Metallo-beta-Lactse Protein (BMD_4399) und eine
Oxidoreduktase (BMD_4398) kodieren. Unmittelbar dstream grenzt mit geringem
Abstand von 34 bp, jedoch in gegenlaufiger Leséuindp, ein fir eine Ribonuklease
kodierendes Gen (BMD_4402), gefolgt von einer Antriasferase (BMD_4403) und einer
Methylmalonat-Semialdehyd Dehydrogenase (BMD_4404).

In direkter Nachbarschaft von FdR3 (BMD_4410) sindgleicher Orientierung und einer
geringen Distanz von 24 bp Gene vorhanden, die @ite/droorotat Dehydrogenase
(BMD_4409) und eine Dihydropyrimidinase (BMD_440&)dieren. Des Weiteren befinden
sich unmittelbar upstream in gleicher Orientieramty einer Entfernung von 87 bp Gene, die
eine Peptidase (BMD_4411), eine Carboxyl Transterg8MD_4412) sowie eine
Methylmalonyl-CoA Epimerase (BMD_4413) kodieren.
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Insgesamt konnten durch Analyse der genomischenebomg der Gene, die fur potentielle
Redoxpartner (Flavodoxin, Ferredoxine, Ferredoxieddktasen) der Cytochrome P450
kodieren, keine Hinweise auf die physiologische Kaam der Redoxproteine erhalten

werden.

3.2. Klonierung, Expression und Reinigung von Proteinen

In der unmittelbaren Nachbarschaft der fir potdeti€ytochrome P450 kodierenden Gene
konnten keine Gene identifiziert werden, die mdglicRedoxpartner der Cytochrome
kodieren. Zudem sind alle Gene, die potentielledkpdrtner der Cytochrome P450 kodieren,
Uber das ganze Genom vBn megateriunDSM319 verteilt und keines davon befindet sich
in raumlicher Nahe zu den Cytochrom P450 GenenebDalar es nicht méglich, die an den
Cytochrom P450 Systemen beteiligten Redoxprotemteaad des genomischen Kontextes
vorherzusagen. Infolgedessen sollten alle Gendjidi€ytochrome P450 und deren putative
Redoxpartner kodieren, kloniert und die jeweiligéroteine Uberexprimiert und gereinigt

werden.

Alle in B. megateriunbSM319 identifizierten Gene, welche fir potengellytochrome P450
(auBer CYP102A1) und potentielle Redoxpartner deorome P450 kodieren, wurden aus
genomischer DNA vorB. megateriumMS941 amplifiziert und mit einem C-terminalen
.Hise-tag” in E. coli Expressionsvektoren kloniert. Die Cytochrome P4509P106A1,
CYP109E1 und CYP109A2, das Flavodoxin Fld, die Herredoxine Fdx1, Fdx2, Fdx3 und
Fdx4 und die Ferredoxin Reduktasen FdR1 und FdR2lemuinE. coli C43 (DE3) Zellen
exprimiert. Die Expression der Ferredoxin ReduktadR3 erfolgte irE. coli BL21 Zellen.
Alle Proteine wurden mittels Immobilisierter Metalen Affinitatschromatographie (IMAC)
und GroRRenausschlusschromatographie gereinigt. Rei@heit der heterolog exprimierten
Proteine wurde mittels SDS-PAGE analysiert (AbB.1d Abb 3.3).

Die Cytochrome P450 wanderten in der SDS-PAGE nahimberhalb der 45 kDa Bande des
Markers, was sehr gut mit den theoretischen Mokek@wichten von 47,6 kDa, 46,9 kDa und
49,3 kDa (bzw. 48,4 kDa, 47,7 kDa und 50,1 kDaMug-tag) Ubereinstimmt. Fld erscheint,
entsprechend des theoretischen Molekulargewichts&5 kDa (bzw. 17,4 kDa mit His
tag), in der SDS-PAGE zwischen den 15 kDa und 2& Banden des Markers. Auch Fdx1

wanderte in guter Ubereinstimmung mit dem bereemétolekulargewicht von 11,7 kDa
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(bzw. 12,5 kDa mit Histag) zwischen den 10 kDa und 15 kDa Banden dekévsr Die
tatsachlichen Grofien von Fdx2, Fdx3 und Fdx4 wiaghdreiner Wanderung zwischen den
15 und 25 kDa Banden des Markers jedoch stark eontldeoretischen Molekulargewichten
9,1 kDa, 8,9 kDa und 8,8 kDa (bzw. 10,0 kDa, 9,akibd 9,7 kDa mit Histag) ab. Daraus
lasst sich vermuten, dass Fdx2, Fdx3 und Fdx4 afsei2 vorliegen. FdR1 wanderte
entsprechend des theoretischen Molekulargewichtis4®)1 kDa (bzw. 43,9 kDa mit His
tag) etwas unterhalb der 45 kDa Bande des Markéwsch FdR2 erscheint, in
Ubereinstimmung mit dem theoretischen Molekulargiiviron 37,6 kDa (bzw. 38,4 kDa mit
Hiss-tag), in der SDS-PAGE minimal oberhalb der 35 IB2@mde des Markers. FAR3 befindet
sich, abweichend zu einem berechneten Molekulagwion 55,1 kDa (bzw. 55,9 kDa mit
Hiss-tag), auf Hohe der 45 kDa Bande.

Somit konnten alle auB. megateriumDSM319 stammenden Gene erfolgreich in |oslicher

Form gereinigt werden.
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Abb. 3.2 SDS-PAGE (15%) der gereinigt®acillus megateriundbSM319 Ferredoxine, des
Flavodoxins und der Cytochrome P450. 1: Fdx1; %2F®: Fdx3; 4:Fdx4; 5: peqGOLD
Protein-Marker IV (peqgLab); 6: FId; 7: CYP106A1;@YP109E1; 9: CYP109AZ2.
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Abb. 3.3 SDS-PAGE (15%) der gereinigteBacillus megateriumDSM319 Ferredoxin
Reduktasen. 1. peqGOLD Protein-Marker IV (peqL@0F-dR1; 3: FdR2; 4: FdR3.

Die Bestimmung der Konzentrationen der gereinigigtochrome P450 erfolgte mittels CO-
Differenzspektroskopie anhamA (450nm-490nm) = 91 mNMemi* nach der Methode von
Omura und Sato (Omura and Sato 1964a). Um die Karatenen des Flavodoxins und der
Ferredoxine zu bestimmen, mussten zuerst die mol&rdinktionskoeffizienten an den
charakteristischen Maxima der entsprechenden Retermittelt werden. Dazu wurde die
Gesamtproteinkonzentration der gereinigten Probieditie des BC Assays bestimmt. Unter
der Annahme, dass die Gesamtproteinkonzentratioigeteinigten Probe der Konzentration
des jeweiligenB. megateriumProteins entspricht, wurde mit Hilfe des theontten
Molekulargewichtes der molare Extinktionskoeffiziéiir eine Wellenlange bestimmt, bei der
das jeweilige Protein ein charakteristisches Absmngmaximum besitzt. Zudem wurde der
Reinheitsgrad der jeweiligen Proteine anhand deWepes, des Quotienten aus den
Absorptionswerten an den charakteristischen Abswrpinaxima und den die allgemeine
Proteinabsorption reflektieren Absorptionswerten B&6 nm, ermittelt. Im Falle der

Ferredoxin Reduktasen wurde fir das Maximum bei aetd60 nm jeweils ein

Extinktionskoeffiziente von 10000 Mcm™® angenommen. Die Ausbeuten der gereinigten

Proteine, die molaren Extinktionskoeffizienten sewdie Q-Werte der jeweiligen Proteine
sind in Tabelle 3.2.1 dargestellt.
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Tab. 3.2.1: Uberblick tuber die Ausbeute und die spektrale Ghtarsierung der irE. coli
heterolog exprimierteB. megateriuniProteine.

oen | et | W S | g
CYP106AL 5350 (Omura?Jln?jogato 1964 Aaazon/ Aoronm= 16~ 1.8
CYPI09E] 4090 (Omura?Jln?jogato 1964 Adrrom/ Azronm= 1,6 ~ 1.8
CYP109A2 3482 (Omura?Jln?jogato 1964 Adrrom/ Aozenm= 1,6 = 1.8

Fld 5733 €a60nm= 6718 Assonm! Az276nm= 0,25 — 0,30
Fdx1 1519 €11anm = 4283 Agranm/ Azzenm= 0,45 — 0,58
Fdx2 3052 €390nn= 6671 Asgonm/ A276nm= 0,55 — 0,65
Fdx3 3592 €390nm= 7272 Asgonm/ A276nm= 0,55 — 0,65
Fdx4 1392 €390nm= 6471 Asgonm/ A276nm= 0,40 — 0,55
FdR1 4694 E4sonm= 10000 Aagonm/ Assonm= 5,5 — 6,0
FdR2 5088 €458nm= 10000 A2gonm/ Assgnm= 5,5 - 6,0
FdR3 1551 €4470m= 10000 Asgonm/ Asazom= 5,5 — 6,0

3.3. Spektroskopische Charakterisierung

Wie unter 3.2 beschrieben wurde die UV/Vis-Spelkopse zum einen dazu verwendet, die

Reinheit der Proteinpraparationen zu tberprifendi@dnolaren Extinktionskoeffizienten der

gereinigten Proteine fur charakteristische Absormaxima zu bestimmen. Zum anderen

kénnen die gereinigten Proteine mit Hilfe der U\W\Bpektroskopie hinsichtlich ihrer

Absorptionsspektren untersucht und charakterigierden. Zudem ermoglicht es die UV/Vis-

Spektroskopie, Hinweise bezuglich des RedoxstaineseProteins bzw. im Falle der

Ferredoxine bezuglich der Art der inkorporiertesdfi-Schwefel-Cluster zu erhalten.
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3.3.1.Cytochrome P450

Die gereinigten Proteine CYP106A1, CYP109E1 und ©CYJA2 waren intensiv rot gefarbt.
CYP106A1l wies dabei Maxima bei 356 nm, 417 nm, 534 568 nm auf (Abb. 3.4).
CYP109E1 zeigte Maxima bei 361 nm, 417 nm, 534 mah 569 nm, wahrend CYP109A2
lokale Maxima bei 355 nm, 417 nm, 533 und 565 nifweas (Abb. 3.4). Damit besal3en alle
gereinigten Proteine die flr oxidierte Cytochromb® typische Soret-Bande-Bande) bei
417 nm, dien-Bande bei 533-534 nm und dieBande bei 565-569 nm. Die reduzierten und
CO-gebundenen Formen aller drei Cytochrome P45@tereieinen charakteristischen Peak
bei 450 nm (Abb. 3.5). Dabei konnte fur keines @gtochrome P450 ein Peak bei 420 nm
beobachtet werden, so dass fir keines der Cytoeh#®0 Hinweise fur die inaktive P420

Form vorlagen (Abb. 3.5).

Absorption

T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700

Wellenlange [nm]

Abb. 3.4 UV/vis-spektroskopische Charakterisierung deroCtome P450. Die gereinigten
Proteine CYP106Al1 (kompakte Linie), CYP109E1l (gebeite Linie) und CYP109A2
(gepunktete Linie) wiesen die flr oxidierte Cytamiie P450 typischen Peaks auf.
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Abb. 3.5 CO-Differenzspektren der Cytochrome P450. Diaurggiten und CO-gebundenen
Formen der Cytochrome P450 CYP106A),(CYP109E1 B) und CYP109A2 C) zeigten
einen charakteristischen Peak bei 450 nm, wobeiekeinweise fur die inaktive P420 Form
vorlagen.

3.3.2.Flavodoxin

Die Expression von Fld resultierte in blauen Zdlgis sowie in einem blau-grauen Lysat,
was andeutete, dass FId in der Semichinonform g@Aab. 3.6). Bei der Elution des Fld von
der IMAC-Saule veranderte sich die Farbe des Fldgdin, welche auch wahrend der
GroRRenausschlusschromatographie, der Konzentriarodgler Lagerung unveréandert blieb.
Das reine Protein zeigte Maxima bei 377 nm und d®0 eine Schulter bei 482 nm sowie
eine breite Absorptionsbande von 550 nm bis 650 walche charakteristisch fur die
Semichinonform ist (Abb. 3.6). Die Zugabe von Kalhexacyanoferrat @EeKsNg), gefolgt
von der Konzentrierung zur Entfernung des Kaliunamganoferrats aus der Fld Losung,
fuhrte zu einem Verlust der Absorptionsbande vod B bis 650 nm, wobei es sich um ein
Anzeichen fur die Oxidation des Fld Semichinonsleuvollstandig oxidierten gelb gefarbten
Chinonform handelt (Abb. 3.6). Diese Chinonform waotwendig, um den molaren
Extinktionskoeffizienten des FId an dem charaktsgben Maximum bei 460 nm zu
bestimmen. Die Zugabe der Reduktase Arhl%usombererdnderte das UV/Vis-Spektrum
des FId Semichinons nicht und war deshalb geeignet, die Reduktion des Flavin
Chromophors zu verfolgen. Durch die Zugabe von NADX¥@nnte ein Abfall der Absorption
bei 460 nm und ein Anstieg der Absorption bei 588 640 nm beobachtet werden. Diese
Absorptionsdnderungen zeigten die Reduktion desirFI&emichinons zu der vollstandig

reduzierten Hydrochinonform an (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6 UV/vis-Absorptionsspektren des Flavodoxins Fltd #wurde in der Semichinon-
Form gereinigt (kompakte Linie) und konnte zur Hyahinon-Form (gestrichelte Linie)
reduziert und zur Chinon-Form (gepunktete Linie)datt werden.

3.3.3.Ferredoxine

Das gereinigte Ferredoxin Fdx1 war rot-braun geféartal wies Maxima bei 317 nm, 414 nm
und 456 nm auf (Abb. 3.7), welche charakteristifith[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine sind

(Grinberg et al. 2000). Fdx1 besitzt damit ein Alpsionsspektrum, das sehr &hnlich ist zu
bekannten, an Cytochrom P450 Systemen beteilig€a-PS]-Cluster Ferredoxinen wie Adx

(Maxima 320 nm, 414 nm und 455 nm (Uhlmann und Berdt 1995)) und Pdx (Maxima bei

325 nm, 415 nm und 455 nm (Tyson et al. 1972)).

Die gereinigten Ferredoxine Fdx2, Fdx3 und Fdx4emagrin-braun geférbt und zeigten
breite Absorptionsmaxima von 390 nm bis 400 nm (A»B), woraus sich ableiten lasst, dass
es sich bei Fdx2, Fdx3 und Fdx4 um Nicht-[2Fe-2&is@r Ferredoxine handelt. Jedoch
kann anhand der UV/Vis-Spektren nicht zwischen {86¢Cluster, [4Fe-4S]-Cluster oder
Dicluster Ferredoxinen (bestehend aus einem [3Fe-d& einem [4Fe-4S]-Cluster oder

zwei [4Fe-4S]-Clustern) unterschieden werden ($ticld Résch 1998).
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Abb. 3.7 UV/vis-Absorptionsspektrum des Ferredoxins Fdikdx1l wies Maxima bei 317
nm, 414 nm und 456 nm auf, welche typisch fur [25¢-Cluster Ferredoxine sind.
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Abb. 3.8 UV/vis-Absorptionsspektren der Ferredoxine Fd@x3 und Fdx4. Die drei [3Fe-
4S]- oder [4Fe-4S]-Cluster Ferredoxine Fdx2 (gepetekLinie), Fdx3 (kompakte Linie) und
Fdx4 (gestrichelte Linie) zeigten breite Maxima \2880 nm bis 400 nm, die charakteristisch
fur diesen Typ von Ferredoxinen sind.
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3.3.4.Ferredoxin Reduktasen

Die drei gereinigten Ferredoxin Reduktasen wareaa,fiir oxidierte Ferredoxin Reduktasen
zu erwarten, gelb gefarbt. FAR1 (Abb. 3.9 A) undREdAbb. 3.9 B) wiesen mit lokalen
Maxima bei 375 bzw. 373 nm und 459 bzw. 458 nm sosuner Schulter bei 483 bzw. 484
nm groRe Ahnlichkeiten auf. FAR3 (Abb. 3.9 C) zeilgtkale Maxima bei 379 und 447 nm
sowie eine Schulter bei 477 nm. Damit stimmten dW/vis-Absorptionsspektren des.
megateriumFerredoxin Reduktasen sehr gut mit bekannten, dyton P450 assoziierten
Ferredoxin Reduktasen wie deuntidaredoxin Reduktase (Maxima bei 379 und 4553chulter
bei 480 nm(Sevrioukova und Poulos 2002)) oder der Adrenod®eduktase (Maxima bei 376
und 450 nm, Schulter bei 475 r{®agara et al. 1993)) uberein.
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0,05
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Abb. 3.9 UV/vis-spektroskopische Charakterisierung der réswxin Reduktasen. Die
gereinigten Proteine FdR1A)Y, FdR2 B) und FdR3 C) wiesen die fur Ferredoxin
Reduktasen typischen Peaks auf.

3.4. Typ I-Differenzspektroskopie und Bestimmung der Disoziations-

konstanten Ky

Um potentielle Substrate der Cytochrome P450 zuntifiigderen, wurden verschiedene
Substanzen auf ihre Fahigkeit, im aktiven Zentrusr €ytochrome P450 zu binden,
untersucht. Solch eine Bindung fuhrt meist zu derdvangung des axialen Wassers von der
sechsten Koordinationsstelle des Ham-Eisens, waslamim in einem Ubergang vom

sechsfachkoordinierten low-spin Zustand zum flUrfkaordinierten high-spin  Zustand
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resultiert. Dieser high-spin Zustand ist durch &bsorptionsmaximum bei etwa 390 nm und
ein Absorptionsminimum bei etwa 420 nm gekennzesthumd kann zur Identifizierung von
potentiellen Substraten herangezogen werden. Atenpelle Substrate der Cytochrome
P450s wurden zunéachst Substanzen getestet, die $sithandere Cytochrome der CYP106
und CYP109 Familien bekannt sind sowie Struktui@gealdieser Substanzen.

3.4.1.CYP106Al

Als potentielle Substrate von CYP106A1 wurden dter@de Progesteron, Pregnenolon,
Testosteron, Androstendion, 11-Desoxycorticoster@OC), Corticosteron (B), 11-
Desoxycortisol (Reichenstein‘s Substanz S, RSS)44tholesten-3-on (Cholestenon) sowie
die pentazyklische Triterpensaure 11-KgtBoswelliasaure (KBA) und die Diterpensaure
Abietinsdure getestet (Abb. 3.10), welche Substiés nahe verwandten CYP106A2
darstellen. Unter den getesteten Steroiden indezi€holestenon keinen Typl-Shift,
wohingegen durch Progesteron, Pregnenolon, Testoste Androstendion, DOC,
Corticosteron und RSS die Induktion eines Typ #Shn CYP106A1 hervorgerufen wurde
(Abb. 3.11). Auch die Triterpensaure KBA induziedgaen high-spin Shift (Abb. 3.11),

wahrend durch die Diterpensaure Abietinsaure kgpl-Bhift induziert werden konnte.

Die Typ I-Differenzspektroskopie kann auch zur Béraung der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten (K herangezogen werden (Podust et al. 2007), welsh#ald fur
die Bindungsaffinitat der Substanz zu dem CytochrBdb0 gilt. Durch Titration von
CYP106A1 mit steigenden Mengen der entsprechendgbst&zen (Abb. 3.11) und
nachfolgender Auftragung der Differenzen der Absorswerte AA: Amax— Amin) gegen die
eingesetzten Substanz-Konzentrationen (Abb. 3.1@)nten diese K-Werte berechnet
werden. Die durch Pregnenolon und Corticosteronziatten Typ I-Shifts waren so schwach
ausgepragt, dass keine Titration und somit keingtiBenung des K-Wertes mdglich war.
Die nach mathematischer Regression berechneteWétte und Regressionskoeffizienten
sind Tabelle 3.4.1 zu entnehmen. Fir Progesteresto$teron, Androstendion, DOC und
RSS folgten die Daten einer hyperbolischen Regras@bb. 3.12). Im Falle der KBA lag
hingegen eine sigmoidale Regression gemal de@ihung mit einer Hill Konstanten (n)
von 1,46 + 0,02 vor (Abb. 3.12), woraus geschlossenden kann, dass KBA ein positiv
kooperatives Bindungsverhalten gegenuber CYP10G&Adeast.
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BB 50 o

Progesteron Pregnenolon Testosteron
OH
0 o)
o OH
Qéiﬁ ]
(o] (@) O
Androstendion 11-Desoxycorticosteron Corticosteron
(DOC) (B)

11-Desoxycortisol Cholestenon
(RSS)

11-keto-B-Boswelliasdure Abietinsdure
(KBA)

Abb. 3.10 Strukturformeln der Substanzen, die als potdeti8ubstrate von CYP106Al
getestet wurden. Die Substanzen, die einen Tydt-8hiCYP106A1 induzierten, sind in
schwarz dargestellt. Die Substanzen, die keinen-$it induzierten, sind grau dargestellt.
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Abb. 3.11 Durch die Bindung von Progesterof)( TestosteronR), Androstendion @),
DOC (@), RSS E) und KBA (F) an CYP106A1 wurde ein Typ I-Shift induziert. 101
CYP106Al1l in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 wurdet steigenden Mengen an
Progesteron (0-120 pM), Testosteron (0-180 uM),rasigndion (0-260 uM), DOC (0-160
KM), RSS (0-160 uM) und KBA (0-220 uM) titriert.
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Abb. 3.12 Die Differenzen zwischen dem Maximum und dem Mham wurden gegen die
entsprechenden Progesterof},(Testosteron-g), Androstendion-@), DOC- D), RSS- E)
und KBA-KonzentrationenH) aufgetragen und die Daten durch hyperbolischd)Azw.
sigmoidale Regression (F) ausgewertet. Jede TDitratiurde in Triplikaten durchgefuhrt und

die jeweiligen Mittelwerte wurden bestimmit.

72



Ergebnisse

Tab. 3.4.1:Uberblick tiber die k-Werte und Regressionskoeffizienten der Substardien,
einen Typ I-Shift in CYP106AL1 induzierten.

Substanz Ko-Wert [uUM] Regressionskoeffizient R
Progesteron 43,22 + 1,90 0,998
Testosteron 37,17 £ 0,86 0,999

Androstendion 76,97 £1,83 0,999
DOC 68,11 + 2,42 0,999
RSS 160,83 £4,71 0,999
KBA 92,25 + 2,89 0,999
3.4.2CYP109E1

Als potentielle Substrate von CYP109E1 wurden Isgifmlen-9-on, Nootkaton, Testosteron
und Vitamin D3 (Abb. 3.13) getestet. Unter den getieen Substanzen induzierten
Isolongifolen-9-on, Nootkaton und Testosteron eifigpl-Shift, gekennzeichnet durch ein
Maximum bei etwa 380 bis 390 nm und ein Minimum &&va 420 nm (Abb. 3.14A-C). Im
Falle von Vitamin D3 zeigte sich zwar auch ein Miom bei etwa 420 nm, jedoch ein
Maximum bei 468 nm (Abb. 3.14D). Dieses Spektrumrite keinem der bisher bekannten
Bindungsspektren zugeordnet werden. Es kann jefistbehalten werden, dass Vitamin D3
nicht in der Lage war, einen high-spin Shift in C®RE1 hervorzurufen und daher an dieser
Stelle nicht weiter spektroskopisch untersucht wurd
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Zur Bestimmung des gWertes wurde CYP109E1 mit steigenden Mengen antkdtmn,
Isolongifolen-9-on und Testosteron titriert und dédferenzen der AbsorptionswertdA:
Anmax — Anin) gegen die eingesetzten Substanz-Konzentratiofkeb. 3.15) aufgetragen. Die
nach hyperbolischer Regression erhaltengAWerte und Regressionskoeffizienten sind in
Tab. 3.4.2 aufgelistet.

‘ o n‘\\\
©)

L

O
Isolongifolen-9-on Nootkaton
OH
0% : {
Testosteron Vitamin D3

Abb. 3.13 Strukturformeln der Substanzen, die als potdetiSubstrate von CYP109E1l
getestet wurden. Die Substanzen, die einen Tydt-8hiCYP109E1 induzierten, sind in
schwarz dargestellt. Die Substanz, die keinen Bfpft induzierte, ist grau dargestellt.
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Abb. 3.14 Durch die Bindung von Isolongifolen-9-oA), Nootkaton B) und Testosteron
(C) an CYP109E1 wurde ein Typ I-Shift induziert, wadpegen Vitamin D3@) keinen Typl-
Shift induzieren konnte. 10 uM CYP109E1 in 50 mMlismphosphatpuffer pH 7,4 wurde
mit steigenden Mengen an Isolongifolen-9-on (0-320W@), Nootkaton (0-200 puM) und
Testosteron (0-200 puM) titriert.
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Abb. 3.15 Die Differenzen zwischen dem Maximum und dem khiom wurden gegen die
entsprechenden Isolongifolen-9-ok) ( Nootkaton- B) und Testosteron-Konzentrationed) (
aufgetragen und die Daten durch hyperbolische Regme ausgewertet. Jede Titration wurde
in Triplikaten durchgefihrt und die jeweiligen Mikiverte wurden bestimmit.

Tab. 3.4.2: Uberblick tiber die K-Werte und Regressionskoeffizienten der Substardien,
einen Typ I-Shift in CYP109E1 induzierten.

Substanz Ko-Wert [uM] Regressionskoeffizient R
Isolongifolen-9-on 208,21 + 16,28 0,998
Nootkaton 131,79 + 10,03 0,997
Testosteron 103,53 +£ 4,03 0,999
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3.4.3.CYP109A2

Bei Zugabe von Vitamin D3 zu CYP109A2 und anschdrefer Untersuchung mittels
Differenzspektroskopie konnte, ahnlich wie schanGYP109E1, ein Minimum bei etwa 420
nm und ein Maximum bei 461 nm beobachtet werdenb(Ab16). Vitamin D induzierte
demnach keinen Typl-Shift in CYP109A2, so dass adiehBestimmung eines KWertes

nicht moglich war.
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Abb. 3.16 Differenzspektrum, das durch die Zugabe von Vitlei@3 gemessen werden
konnte. Das durch ein Minimum bei 420 nm und einxiiaim bei 461 nm charakterisierte
Spektrum stellte kein Typ I-Spektrum dar, so dass Kp-Wert bestimmt werden konnte.

3.5. Invitro Substratumsatz

Bei der Bindung einer Substanz an ein CytochromOR¥mndelt es sich um eine zwingende,
jedoch nicht ausreichende Voraussetzung fir einkstBatumsetzung. So konnten zum
Beispiel Substanzen, die in CYP106A2 einen TypHShduzierten, von diesem Enzym nicht
umgesetzt werden (Schmitz et al. 2012). Gleichgsitid verschiede steroidale Substrate von
CYP106A2 nicht in der Lage, einen Typl-Shift zu uzeeren (Lisurek 2004). Aufgrund
dessen wurden alle potentiellen Substrate auf Bnoeluktbildung untersucht. Cytochrome
P450 bendtigen Redoxpartner fir ihre Aktivitat (Beardt 2006) (Hannemann et al. 2007).

Daher sollte anhand vom vitro Rekonstitutionsassays auch (berpruft werden, @b di
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Ferredoxin Reduktasen sowie das Flavodoxin bzwFéredoxine in der Lage sind, einen
Elektronentransfer von NAD(P)H auf die Cytochrom#5@ zu gewéahrleisten. Ein solcher
Rekonstitutionsassay enthielt das entsprechendeociytim P450, die potentiellen
Redoxpartner, ein NADPH-regenerierendes Systemesdigi jeweilige Substanz und wurde

anschlieBend mittels HPLC auf eine erfolgreichedBktbildung untersucht.

3.5.1.In vitro Substratumsatz mit CYP106A1

Unter Verwendung deferredoxin Reduktasen in Kombination mit dem Flaxaa bzw. den
Ferredoxinen auB. megateriunDSM319 konnte fir keines der potentiellen Substeihe
effiziente Produktbildung beobachtet werden. Davigte Cytochrome P450 die naturlichen
Redoxpartner nicht bekannt sind, erfolgt die Rektrn®on der Cytochrom P450 Systeme oft
mit heterologen Redoxpartnern (Ringle et al. 20D&her wurden in einem ersten Schritt die
Reduktasen FdR1, FdR2 und FdR3 diis megateriumdurch verschiedene heterologe
Reduktasen wie Arhl aus der Spalthefe, bovine Ad& dieE. coli Reduktase Fpr ersetzt.
Mit diesen Redoxsystemen konnte exemplarisch Ptegesvon CYP106A1 erfolgreich zu
zwei Haupt- und mehreren Nebenprodukten umgesetrtiem (Abb. 3.17A). Dabei waren
das Flavodoxin sowie die drei Nicht-[2Fe-2S]-Clugterredoxine Fdx2, Fdx3 und Fdx4 in
Kombination mit allen drei heterologen Reduktasedear Lage, die Aktivitdt von CYP106A1l
zu unterstltzen. Bei Einsatz des [2Fe-2S]-Clust&sredoxins Fdx1 konnte hingegen keine
Substratumsetzung beobachtet werden.

Um herauszufinden, ob ein fehlender Elektronentesrmmvischen den Ferredoxin Reduktasen
und Fdx1 oder zwischen Fdx1 und CYP106Al oder Iseidie Ursache fur den nicht
vorhandenen Substratumsatz ist, wurde ein Cytoclo@dkssay durchgefiihrt. Dieser Assay
ermdglicht eine Untersuchung der Wechselwirkungsziven einer Ferredoxin Reduktase und
einem Ferredoxin, wobei die Reduktion des Cytoctsroranhand der Absorptionszunahme
bei 550 nm spektroskopisch verfolgt werden kanrerfidir wurden die drei heterologen
Reduktasen mit Fdx1, Cytochromund NADPH versetzt und die Reaktion Uber die Zeit
verfolgt. Aus Abb. 3.18 geht hervor, dass fir alleei Reduktasen eine Reduktion des
Cytochromc und damit ein Elektronentransfer zwischen denrbitgen Reduktasen, Fdx1
und Cytochront erfolgte, wobei die Reduktion vor allem bei Fphrsschnell ablief. Daraus
lasst sich ableiten, dass Fdx1 in der Lage ist,dait heterologen Ferredoxin Reduktasen

Arhl, AdR und Fpr sowie Cytochrom funktionell zu wechselwirken, wohingegen eine
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Elektronenubertragung auf CYP106A1 nicht moglichr.waus diesem Grund kann Fdx1
nicht als Redoxpartner fir CYP106A1 fungieren unade nicht weiter untersucht.
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Abb. 3.17 A HPLC Chromatogramm des vitro Umsatzes von Progesteron durch
CYP106AL1 bei Einsatz von Arhl und Fdx2 als Redotxar Die Reaktion wurde in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer, 20% Glycerin bei 30°C fur &Un durchgefiihrt (schwarz). Die
Negativkontrolle wurde ohne CYP106A1 durchgefuhrgedunktet). B HPLC
Chromatogramme dean vitro Umsétze von Progesteron durch CYP106A1 (schwand) u
CYP106A2 (gepunktet). Beide Umsétze wurden, wieeluAt beschrieben, unter identischen
Bedingungen durchgefiihrt. Das Hauptprodukt beideséize Gberlagerte mit dem Standard
153-Hydroxy-Progesteron (grau).
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Abb. 3.18 Cytochrom c Assay zur Untersuchung der Wechselwirkung zwiscken
Ferredoxin Reduktasen Arhl a@s pombg boviner AdR bzw.E. coli Fpr, Fdx1 ausB.
megateriumDSM319 und Cytochront. Cytochromc (100 puM), Fdx1 (10 pM) und
Arh1/AdR/Fpr (1 uM) wurden in 500 pl 50 mM Kaliumgdgphatpuffer pH 7,4 gemischt. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von 200 uM NADPH géstannd die Reduktion von
Cytochromc wurde bei 550 nm verfolgt.

79



Ergebnisse

Da Progesteron auch von CYP106A2 umgesetzt wirslifek et al. 2004), wurde dier vitro
Umsatz von Progesteron mit dem von CYP106A2 vdnghc Dabei zeigten beide Enzyme
einen vergleichbar starken Umsatz und ein ahnli¢hesluktmuster (Abb. 3.17B). Zudem
Uberlagerte das Produkt P2 des CYP106Al1 Umsatzésdemn Standard PBBHydroxy-
Progesteron, dem bekannten Hauptprodukt des CYPZ@bhangigen Progesteron-
Umsatzes (Lisurek et al. 2004). Daher kann davagegangen werden, dass es sich bei P2
auch um 1B-Hydroxy-Progesteron handelt und die anderen CYR1@8rodukte mit

denjenigen von CYP106A2 Ubereinstimmen.

Nachdem anhand des Umsatzes von Progesteron erébigRedoxpartner fur CYP106A1
identifiziert wurden, konnten auch die tibrigen Sabzen auf eine Produktbildung untersucht
werden. Testosteron wurde von CYP106Al1 zu vier &kteh umgesetzt (Abb. 3.19A).
Dieses Produktmuster liegt auch bei dem CYP106Afabigen Testosteron Umsatz vor,
wobei die Produkte jedoch zum Teil in anderen Vienigsen gebildet werden (Abb. 3.19B).
Ebenso wurde DOC von CYP106A1 erfolgreich zu dredBkten umgesetzt (Abb. 3.19C),
welche auch die Produkte des CYP106A2-abhéngigerC Dnsatzes darstellen (Abb.
3.19D). Androstendion konnte von CYP106Al zu denbeédgrodukt P1 und den zwei
Hauptprodukten P2 und P3 umgesetzt werden (AbBE3}.1P3 stellt auch das Hauptprodukt
des durch CYP106A2 katalysierten Umsatzes dar, ngagen P2 von CYP106A2 in
starkerem MalRe und P1 in schwacherem Malie gelildieten als von CYP106A1 (Abb.
3.19F). Abgesehen von dieser Verschiebung in dexdiven Verhaltnissen der Produkte ist
CYP106A1 im Vergleich zu CYP106A2 jedoch nicht erd.age, Androstendion zu anderen,
neuen Produkten umzusetzen. Des Weiteren setztd @Y RSS zu zwei Produkten um
(Abb. 3.19G), welche mit den Produkten des CYP10G&BRangigen RSS Umsatzes
Uberlagerten (Abb. 3.19H). Auch KBA wurde von CYBAQ als Substrat akzeptiert und zu
dem Hauptprodukt P2 (82%) und dem Nebenprodukt 186] umgesetzt (Abb. 3.19I).
Damit wies der CYP106Al-abhangige KBA Umsatz eirdears Produktmuster auf als
derjenige durch CYP106A2 (Abb. 3.19J). CYP106AZisKBA zu einem Hauptprodukt um,
welches mit P1 des CYP106A1 Umsatzes Uberlageralshdm-Hydroxy-KBA identifiziert
werden konnte (Bleif et al. 2012). P2 weist dieidle Retentionszeit auf wie ein
Nebenprodukt des CYP106A2-abgangigen Umsatzes, emdhdie beiden Ubrigen, von
CYP106A2 gebildeten Produkte von CYP106A1 nichtilgeb werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dagshdsesdem Hauptprodukt des durch
CYP106A1 katalysierten KBA Umsatzes nicht unudbydroxy-KBA handelt. Da KBA das
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einzige Substrat darstellte, das von CYP106A1 nerei anderen Produktmuster als von
CYP106A2 umgesetzt wurde, wurden alle weiteren tdotehungen mit KBA als Substrat
durchgefuhrt. Im Gegensatz zu der pentazyklischeiterpensaure KBA wurde die

Diterpensaure Abietinsaure, die ein Substrat volPD6A2 darstellt (Bleif et al. 2011), von

CYP106A1 jedoch nicht umgesetzt (Daten nicht gd}xeig

P2
A Testostero B
160 - P2 A 300
140 -
| 250
120 4
s S 200
€ 100 | E
c Pl =
L 80 I O 1504
= | =
o 1 [} o
f= [ i~
o 60 | 1 o
8 | 2 100
< 401 P <
] i
20
A\ Testostero
B )
T T T T T T 1 T T T T T 1
0 5 6 7 8 9 10 5 6 7 8 9 10
Zeit [min] Zeit [min]
C , 2 D F2
001 250 |
180
160 o
— 140 —_
E DE)C =
E 120 A E 150
S s
=
g =
o S 1004
0 0
° | -1
< <
| DOC
T T T T T 1 T T T T ’I 1
5 6 7 8 9 10 5 6 7 8 9 10
Zeit [min] Zeit [min]
E 504 Androstendio F ] GE
) 60 -|
i
I
I 50 |
' _ PL |
= S 04 |
£ E
= - |
s S 304 P2
] =]
o e .
S i
<] o
7] (73
o K]
< <
Androstendio
T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T 1
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Zeit [min] Zeit [min]

81



Ergebnisse

P2

G 200 H 20
RS¢
150 150
) )
E E
E 100 g 100 4
= L
s =
o o
(7 7]
o -]
< 50 < 50
RS¢
0 0
T T T T 1 T T T T 1
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
Zeit [min] Zeit [min]
| [, P2 J P1
60
25 -|
50
KBA
—_ 20 | =
> > 404
E E
5 §
g g
8 10 P1 8
a k]
< <
54
KBA
0| | A
T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T 1

Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 3.19 HPLC Chromatogramme der CYP106Al-abhéngigenvitro Umsatze und
Vergleich dieser Umséatze mit den CYP106A2-abhangige vitro Umsatzen. HPLC
Chromatogramme den vitro Umsatze von TestosteroA), DOC (C), Androstendion &),
RSS () und KBA () durch CYP106Al. Die Reaktionen wurden in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4 (A-H) bzw. 50 mM HERBSffer, pH 7,4 (I, J), 20%
Glycerin bei 30°C fur 30 min durchgefuhrt (schwam)e Negativkontrollen wurden ohne
CYP106A1 durchgefuhrt (gepunktetiPLC Chromatogramme den vitro Umsétze von
Testosteron §), DOC O), Androstendion K), RSS H) und KBA @) durch CYP106Al
(schwarz) im Vergleich zu dem vitro Umsatzen durch CYP106A2 (gepunktet). Fur alle
Umsatze wurden exemplarisch die ChromatogrammeEbwatz von Arhl und Fdx2 als
Redoxpartner dargestellt. Alle Umséatze wurden, wlen beschrieben, unter identischen
Bedingungen durchgefuhrt.
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Alle verwendeten Redoxketten — bestehend aus AR bzw. Fpr und FId, Fdx2, Fdx3
bzw. Fdx4 — fuhrten in deim vitro Umsatzen zu den gleichen Produktmustern. Dah&esol
diese Redoxketten bezuglich ihrer Effizienz, Elektn auf CYP106Al1 zu Ubertragen,
verglichen werden. Um zu untersuchen, welche dderblegen Reduktasen die beste
Wechselwirkung mit Fld bzw. den Ferredoxinen ausiyeivurden CYP106Al-abhangige
vitro Umsatze mit 100 uM KBA durchgefihrt. Mit 27,2 6% Umsatz in 30 min zeigte Arhl
im Vergleich zu AdR und Fpr (16,4 + 1,7% bzw. 24,0,3% Umsatz in 30 min) die beste
Elektronenubertragung auf FId (Tab. 3.5.1). Auchdie drei Ferredoxine Fdx2, Fdx3 und
Fdx4 stellte Arhl den effizientesten Redoxpartrear Wahrend Fpr nur zu 23,5 + 1,4%, 14,2
+ 1,0% bzw. 15,1 + 1,3% Produktbildung in 30 minkombination mit Fdx2, Fdx3 bzw.
Fdx4 fuhrte (Tab. 3.5.1), wies Arhl mit 79,6 = 6,979,3 + 6,4% und 60,6 + 3,3%
Produktbildung in 30 min deutlich héhere Werte @Uéb. 3.5.1). Fur AdR konnte eine
Gesamtproduktbildung von 60,0 + 2,1%, 54,9 + 1,38 16,1 + 1,4% mit Fdx2, Fdx3 und
Fdx4 in 30 min gemessen werden (Tab. 3.5.1). Diéegenden Daten den vitro Umséatze
mit allen vier Redoxpartnern auB. megaterium— jeweils in Kombination mit der
effizientesten Reduktase Arhl — erméglichten eivergleich dieser vier Proteine beziglich
ihrer Effizienz, Elektronen auf CYP106A1 zu Ubegea: Mit 79,6 £ 6,9% und 79,3 *+ 6,4%
Umsatz in 30 min zeigten Fdx2 und Fdx3 anndheradyliichen Produktbildungsraten (Tab.
3.5.1, Abb. 3.20). Im Gegensatz dazu war die Ggwaahiiktbildung in 30 min bei Einsatz
von Fdx4 mit 60,6 = 3,3% leicht, bei Einsatz vod FRlit 27,2 + 2,6% deutlich verringert.
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Tab. 3.5.1: Produktbildung im Test des CYP106Al-abhangigen KBWnsatzes mit
verschiedenen Kombinationen der heterologen Fexred®eduktasen Arhl, AdR bzw. Fpr
und dem Flavodoxin bzw. den Ferredoxinen BusnegateriunDSM319. Die in Abb. 3.20
dargestellten Werte der Kombinationen mit der beReduktase Arhl sind fett markiert.
Angegeben ist die Gesamtproduktbildung (in Prozeath 30 min der Reaktionsansatze mit
verschiedenen FdR-FId/Fdx Kombinationen. Die angegen Werte stellen Mittelwerte aus
drei unabhéangigen Messungen dar.

Elektronentransferkette | Produktbildung | Elektronentransferkette | Produktbildung
[%] [%]
- 0
Arh + FId 27,2+ 2,6 Arh + Fdx3 79,3+6,4
AdR + Fld 16,4 +1,7 AdR + Fdx3 549+1,3
Fpr + Fld 240+1,3 Fpr + Fdx3 142+1,0
Arh + Fdx2 79,6 £6,9 Arh + Fdx4 60,6 + 3,3
AdR + Fdx2 60,0+2,1 AdR + Fdx4 16,1+14
Fpr + Fdx2 23514 Fpr + Fdx4 151+1;3
100
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Abb. 3.20 Vergleich der Produktbildung des CYP106A1l-abhdegi KBA Umsatzes mit
unterschiedlichen Kombinationen der heterologenrdéexin Reduktase Arhl und dem
Flavodoxin Fld bzw. den Ferredoxinen Fdx2, Fdx3x4GusB. megateriumDSM3109.
Dargestellt sind die in Tab. 3.5.1 fett markiert®@prte.
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3.5.2.In vitro Substratumsatz mit CYP109E1

Nach der erfolgreichen Identifizierung von Redoxpam und Substraten fir CYP106A1
wurde Uberprift, ob die entsprechenden autologet lkieterologen Proteine auch als
Elektronenubertrager auf CYP109A1 fungieren konmed die Typl-Shift induzierenden
Substanzen Substrate fir CYP109A1 darstellen. Daaden, wie schon fir CYP106A1
beschriebenin vitro Umsatze durchgefiihrt. Da fur CYP106A1 bereits gaehesen wurde,
dass die auB. megateriunDSM319 stammenden Ferredoxin Reduktasen nichEldiund
den Ferredoxinen wechselwirken kénnen (s. 3.5.1kden fir diein vitro Umsétze die
heterologen Reduktasen herangezogen. Dabei waderr&2, Fdx3 und Fdx4 in der Lage,
die katalytische Aktivitdit von CYP109A1 zu untetggn, was anhand der erfolgreichen
Umsetzung von Isolongifolen-9-on zu einem Hauptpkbd P1 (80%) und drei
Nebenprodukten P2-4 (20%) belegt werden konntamwidb. 3.21 beispielhaft fur Arhl und
Fdx2 als Redoxpartner dargestellt. Im Gegensatm @aolgte bei Verwendung von Fdx1
kein Umsatz von Isolongifolen-9-on. Da eine Eleknubertragung von Arhl, AdR und Fpr
auf Fdx1 moglich ist (Abb. 3.18), stellt die Unfgkeit von Fdx1, Elektronen auf CYP109E1
zu Ubertragen, die Ursache fir den fehlenden Satbhstsatz dar. Bei Fdx1 handelt es sich
demnach, im Gegensatz zu Fld, Fdx2, Fdx3 und Fag#t um einen potentiellen nattrlichen
Redoxpartner fur CYP109EL.
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Abb. 3.21 HPLC Chromatogramm dei® vitro Umsatzes von Isolongifolen-9-on durch
CYP109E1 bei Verwendung von Arhl und Fdx2 als Rpdaxer . Die Reaktion wurde in 20
mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 20% Glycerin beéd°@ fir 30 min durchgefuhrt

(schwarz). Die Negativkontrolle wurde ohne CYP10@ichgefuhrt (gepunktet).
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Mit FId, Fdx2, Fdx3 und Fdx4 in Kombination mit ArhAdR bzw. Fpr konnten mehrere
Redoxsysteme fur CYP109E1 etabliert werden, die Identifizierung weiterer Substrate
ermoglichten. Nootkaton wurde von CYP109E1 zu eiddgbenprodukt P1 (7%) und einem
Hauptprodukt P2 (93%) umgesetzt (Abb. 3.22). Audhr Testosteron erfolgte eine
Produktbildung, wobei das Hauptprodukt P1 (85%#§ ajeringere und das Nebenprodukt P2
(15%) eine hohere Retentionszeit als das Substistb3teron aufwiesen (Abb. 3.23). Vitamin
D3 wurde von CYP109E1l zu funf Produkten umgeseftib( 3.24A), von denen das
Nebenprodukt P1 mit dem Standard,2b-Dihydroxy-Vitamin D3 uberlagerte und das
Hauptprodukt P4 die gleiche Retentionszeit wie &andard 25-Hydroxy-Vitamin D3
aufwies (Abb. 3.24B). Die funf Produkte P1-P5 wurde Anteilen von etwa 4%, 21%, 12%,
54% und 9% gebildet. Fur alle CYP109E1-abhangigemséize wurde beispielhaft jeweils
das Chromatogramm dargestellt, das bei Einsatz Adri und Fdx2 als Redoxpartner

aufgenommen wurde.
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Abb. 3.22 HPLC Chromatogramm des vitro Umsatzes von Nootkaton durch CYP109E1
bei Verwendung von Arhl und Fdx2 als Redoxparti#e Reaktion wurde in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 20% Glycerin bei 30UC 30 min durchgefuhrt (schwarz).
Die Negativkontrolle wurde ohne CYP109E1 durchgef{tepunktet).

86



Ergebnisse

Testosteron

Absorption [mV]

Zeit [min]

Abb. 3.23 HPLC Chromatogramm des vitro Umsatzes von Testosteron durch CYP109E1
bei Verwendung von Arhl und Fdx2 als Redoxparti#e Reaktion wurde in 20 mM
Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 20% Glycerin bei 30UC 30 min durchgefuhrt (schwarz).
Die Negativkontrolle wurde ohne CYP109E1 durchgefiteepunktet).
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Abb. 3.24 A HPLC Chromatogramm dem vitro Umsatzes von Vitamin D3 durch
CYP109EL1 bei Verwendung von Arhl und Fdx2 als Rpdaxer. Die Reaktion wurde in 20
mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 20% Glycerin beéd°@ fir 30 min durchgefuhrt
(schwarz). Die Negativkontrolle wurde ohne CYP10%kitchgefiihrt (gepunktetB HPLC
Chromatogramm de vitro Umsatzes von Vitamin D3 im Vergleich zu Vitamin D3
Standards. P1 Uberlagerte mit dem Standar@5tDihydroxy-Vitamin D3 (grau) und P4 mit
dem Standard 25-Hydroxy-Vitamin D3 (gepunktet).
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Nachdem auch fur CYP109EL1 erfolgreich Redoxparishenmtifiziert werden konnten, sollten
diese in ihrer Effizienz, als Elektronenubertragaf CYP109E1 zu fungieren, miteinander
verglichen werden. Anhand des CYP106Al-abhéangigabstgatumsatzes konnte schon
gezeigt werden, dass Arhl unter den zur Verfugtelgenden Reduktasen den effizientesten
Elektronentransfer sowohl auf Fld als auch auf léeeredoxine gewébhrleistet (Tab. 3.5.1).
Daher musste an diesem Punkt lediglich untersuentlen, wie sich Fld und die Ferredoxine
hinsichtlich der Elektronenibertragung auf CYP109&dterscheiden. Dazu wurden mit
CYP109E1lin vitro-Umsatze des Substrates Isolongifolen-9-on (200 uMer Verwendung
der vier Redoxproteine in Kombination mit Arhl dugefuhrt. Hierbei wiesen Fdx2 und
Fdx3 mit 88,0 £ 0,5% und 89,0 £ 2,9% Produktbildungl5 min die hochsten Werte auf
(Tab. 3.5.2, Abb. 3.22), wahrend Fld und Fdx4 eigeringere Effizienz in der
Elektronenubertragung auf CYP109E1 =zeigten (75,4898% und 76,7 = 1,4%
Gesamtproduktbildung in 15 min) (Tab. 3.5.2, Abi253.
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Abb. 3.25 Vergleich der Produktbildung des CYP109E1-abhgegi Isolongifolen-9-on
Umsatzes mit unterschiedlichen Kombinationen deéerbégen Ferredoxin Reduktase Arhl
und dem Flavodoxin FId bzw. den Ferredoxinen Fdx@x3, Fdx4 ausB. megaterium
DSM3109.
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Tab. 3.5.2:Produktbildung im Test des CYP109E1-abhangigeroigpfolen-9-on Umsatzes
mit unterschiedlichen Kombinationen von Arhl unand€lavodoxin bzw. den Ferredoxinen
ausB. megateriunDSM3109.

Angegeben ist die Gesamtproduktbildung (in Prozeath 15 min der Reaktionsansatze mit
verschiedenen Arh1-Fld/Fdx-Kombinationen. Die amdmmen Werte stellen Mittelwerte aus
drei unabhéangigen Messungen dar.

Elektronentransferkette | Produktbildung
[%]
- 0
Arh + FId 75,4 £ 8,0
Arh + Fdx2 88,0+0,5
Arh + Fdx3 89,0+2,9
Arh + Fdx4 76,7+1,4

3.5.3.In vitro Substratumsatz mit CYP109A2

Nach der erfolgreichen Identifizierung von Redoxpam und Substraten fir CYP106A1 und
CYP109E1l mittelsin vitro Umsatzen wurden diese auch fir CYP109A2 durchgefih
Vitamin D3 wurde von CYP109A2 erfolgreich zu eindtmodukt konvertiert wie in Abb.
3.26A exemplarisch bei Verwendung von Arh1l und Fdls2Redoxpartner dargestellt. Dieses
Produkt Uberlagerte mit dem Standard 25-Hydroxwwin D3 (Abb. 3.26B). Auch fur
CYP109A2 war ein Substratumsatz mit Fld, Fdx2, Fdr8 Fdx4 in Kombination mit den
heterologen Reduktasen Arhl, AdR bzw. Fpr moghkebhingegen Fdx1 nicht in der Lage
war, Elektronen auf CYP109A2 zu Ubertragen. Demigefstellen Fld, Fdx2, Fdx3 und Fdx4
potentielle natirliche Redoxpartner fur CYP109A2, daelche in einem nachsten Schritt
hinsichtlich ihrer Effizienz, Elektronen auf CYPJ&® zu Ubertragen, untersucht werden
sollten. Dabei zeigten Fdx2 und Fdx3 mit 5,06 #20und 5,09 * 1,87% Produktbildung in
2 h den effizientesten Elektronentransfer auf CY3AX) gefolgt von Fld und Fdx4 mit 2,96
+ 1,50% und 2,46 = 1,15% Produktbildung (Tab. 3.Bi3b. 3.27).
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Abb. 3.26 A HPLC Chromatogramm des vitro Umsatzes von Vitamin D3 durch
CYP109A2 bei Verwendung von Arhl und Fdx2 als Redotner. Die Reaktion wurde in 20
mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4, 20% Glycerin b&°@G fur 2 h durchgefuhrt (schwarz).
Die Negativkontrolle wurde ohne CYP109A2 durchgeful{gepunktet). B HPLC
Chromatogramm des vitro Umsatzes von Vitamin D3 im Vergleich zu dem Staddzb-
Hydroxy-Vitamin D3. Das Produkt Uberlagerte mit d&tandard 25-Hydroxy-Vitamin D3
(gepunktet).

Tab. 3.5.3: Produktbildung im Test des CYP109A2-abhangigen itaD3 Umsatzes mit
unterschiedlichen Kombinationen von Arhl und delwvB&tioxin bzw. den Ferredoxinen aus
B. megateriunbSM319.

Angegeben ist die Gesamtproduktbildung (in Prozeaph 2 h der Reaktionsanséatze mit
verschiedenen Arhl1-Fld/Fdx- Kombinationen. Die ayjejeenen Werte stellen Mittelwerte aus
drei unabhéangigen Messungen dar.

Elektronentransferkette | Produktbildung
[%]
- 0
Arh + Fld 2,96 + 1,50
Arh + Fdx2 5,06 +2,04
Arh + Fdx3 5,09 +£1,87
Arh + Fdx4 2,46 £1,15
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Abb. 3.27 Vergleich der Produktbildung des CYP109A2-abhgagiVitaminD3 Umsatzes
mit unterschiedlichen Kombinationen der heterolog§enredoxin Reduktase Arhl und dem
Flavodoxin FId bzw. den Ferredoxinen Fdx2, Fdx34~dusB. megateriunbSM319.

3.6. Screening der Naturstoffbibliothek mit CYP106A1

Fur CYP106A2 konnten durch Screening einer aus SRibstanzen bestehenden
Naturstoffbibliothek auf der Basis von Typl-Shifis Mikrotiterplatten erfolgreich neue
Substrate identifiziert und charakterisiert werd8chmitz et al. 2012). Aufgrund der hohen
Sequenzidentitaten zwischen CYP106A2 und CYP106Add uder erfolgreichen
Identifizierung von Typl-Shift induzierenden Sulasén fur CYP106A1 im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurde auch CYP106A1 mit deml,Zmsher unbekannte Substrate zu
finden, mit dieser Naturstoffbibliothek getestet.

Hierfir mussten die fur CYP106A2 bestimmten Parametie die Konzentrationen von
Cytochrom P450 und Substanz sowie geeignete Posithd Negativkontrollen fir
CYP106Al1 angepasst werden. Dabei wurden zunactestfiti CYP106A2 etablierten
Konzentrationen von 5 pM CYP106A2 und 5 pM Subst@zhmitz et al. 2012) auch fur
CYP106A1 tbernommen. Da unter diesen Bedingungdociefir die bekannten Typl-Shift
induzierenden Substrate DOC und Testosteron in Migrotiterplatte keine deutlichen

Signale im Vergleich zur Negativkontrolle (nur DMPB@rzielt wurden, wurden weitere
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Konzentrationen und Verhéltnisse von CYP und Sulastgetestet. Zudem wurden insgesamt
acht Steroide auf ihre Eignung als Positiv- bzwgaterkontrolle untersucht. Wie aus Abb.

3.28 hervorgeht, erwiesen sich KonzentrationenMmpM Substanz und 10 uM CYP106A1
als am besten geeignet, da hierbei Testosteronro&tehdion und Progesteron einen
deutlichen Typl-Shift induzierten und eine klareghnzung zu Substanzen, die keinen Typl-
Shift induzierten, und DMSO erfolgte. Anhand diekegebnisse wurden fir das Screening
Konzentrationen von 10 pM Substanz und 10 pM CYRI10&owie Testosteron als

Positivkontrolle und Cholestenon als Negativkomérohusgewahlt. Von den Substanzen
wurden 2 mM Stocks in DMSO hergestellt, so dassZogiabe von 1,25 ul Substanz zu 250

pl Enzymlosung die DMSO-Menge unter 1% blieb.
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Abb. 3.28 Um geeignete Bedingungen fir das Screening ddurbtaffbibliothek mit
CYP106Al zu bestimmen, wurden acht verschiedend)MBO gelOste, Steroide sowie
DMSO alleine in den Konzentrationen (UM) Substaty2C06A1 5:7,5 A), 5:10 8) und
10:10 C) getestet.

Im Rahmen des Screenings in Mikrotiterplatten inelden folgende Substanzen einen Typl-
Shift in CYP106A1 und stellten damit potentiellebStrate fiur CYP106A1 dar: Betulinsaure,
Ursolsaure, Dipterocarpol, Vinblastin Sulfat, Horatdin, Kaempferol-7-Neohesperidosid,
Rhamnetin, Ochratoxin A, Indol-3-butylséure, VitexiL§-Glycyrrhetinsaure, Oleanolsaure,
Solanidin, Solasodin, Dehydro-Andrographolid, Seasid, Panaxadiol, Rutaecarpin,

Salsodin und Betulin.

Um die potentiellen Substrate weiter einzugrenzeurde untersucht, ob die Induktion der
Typl-Shifts auch im Zweistrahl-Photometer bestatigirden kann, was fur die folgenden
zwolf  Substanzen erfolgreich war: Betulinsaure, dls&ure, Dipterocarpol, B8
Glycyrrhetinsaure, Oleanolsdure, Ochratoxin A, Ro#apin, Solanidin, Solasodin, Dehydro-
Andrographolid, Panaxadiol und Betulin (Abb. 3.29).
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Abb. 3.29 Strukturformeln der Substanzen, die beim Screpmar Naturstoffbibliothek
einen Typl-Shift in CYP106A1 induzierten und damdtentielle Substrate von CYP106A1
darstellen.
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Diese zwolf Substanzen wurden auf einen UmsatzGQwiP106A1 getestet, wobei nur fur
Ochratoxin A, 18-Glycyrrhetinsaure, Dehydro-Andrographolid und Rwtpin eine

Analyse mittels HPLC mdoglich war und der Umsatz ddérigen Substanzen mit DC
untersucht wurde. Unter diesen Substanzen wurdéuilBsiure, Ursolsaure, Dipterocarpol,
18B-Glycyrrhetinsdure, Oleanolsdure und Betulin von RPA¥6A1 umgesetzt. Bei
Betulinsdure und Ursolsdure traten jeweils zweidBkte auf. Dipterocarpol wurde zu funf
Produkten umgesetzt, Oleanolsédure und Betulin jevzei einem (Daten nicht gezeigt). Auch
18-4-Glycyrrhetinsaure wurde von CYP106Al1 zu einem Bkbdumgesetzt (Abb. 3.30A),
das auch beim CYP106A2-abhangigen Umsatz d@r@@cyrrhetinsdure entstand (Abb.
3.30B).
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Abb. 3.30 A HPLC Chromatogramm des vitro Umsatzes von IB8Glycyrrhetinsdure durch
CYP106AL1l. Die Reaktion wurde in 20 mM Kaliumphogyphdfer, pH 7,4, 20% Glycerin bei
30°C fur 30 min durchgefuhrt (schwarz). Die Nedeabntrolle wurde ohne CYP106Al
durchgefuhrt (gepunktet)B HPLC Chromatogramme des vitro Umsatzes von 18
Glycyrrhetinsaure durch CYP106A1 (schwarz) in Vergh zumin vitro Umsatz von 1%
Glycyrrhetinsaure durch CYP106A2 (gepunktet). Beldmsatze wurden, wie unter A
beschrieben, unter identischen Bedingungen bei ®edwng von Arhl und Fdx2 als
Redoxpartner durchgefihrt.
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Zudem wurden die Substanzen, fur die nur in deriterplatte, jedoch nicht in der Kivette
am Zweistrahlphotometer, ein Typl-Shift beobachwerden konnte, auf Umsatz getestet
(Vinblastin  Sulfat, Homobutein, Kaempferol-7-Neopesdosid, Rhamnetin, Indol-3-
butylséure, Vitexin, Spiraeosid, und Salsodin). Bielyse der Umséatze mittels HPLC bzw.
DC zeigte jedoch, dass es sich bei diesen Substamzht um Substrate von CYP106A1
handelt.

Mit Betulinsaure, Ursolsaure, Oleanolséure,p-@ycyrrhetinsaure, Dipterocarpol und
Betulin wurden sechs neue Substrate fir CYP106Attifiziert. Die gleichen Substanzen
wurden auch beim Screening der NaturstoffbibliothekSubstrate fir CYP106A2 gefunden
(Schmitz et al. 2012). Die einzige mittels HPLC Igs@rbare Substanz (8
Glycyrrhetinsaure zeigte fir CYP106A1 und CYP106dds gleiche Produktmuster, wobei
das durch CYP106A2 hergestellte Produkt @sHydroxy-18-Glycyrrhetinsaure bestimmt
werden konnte (Bleif 2012). Da bei allen anderebsBaten nur eine Analyse mittels DC
maoglich war und diese Substrate auch schon fur ©@8R2 bekannt waren, wurde hier auf
eine weitergehende Analyse der durch ScreeningNdurstoffbibliothek identifizierten

Substanzen verzichtet.

3.7. Kinetische Analysen

Anhand vonin vitro Umsatzen wurde zuvor ermittelt, welche Redoxpartdie beste

Wechselwirkung mit den Cytochromen P450 aufweisBrabei handelte es sich fir
CYP106A1 um Arhl und Fdx2, fur CYP109E1l und CYP1R9&weils um Arhl und Fdx3.
Deshalb wurden diese Redoxpartner ausgewahlt, uen Qyitochrom P450-abhangigen
Substratumsétze mittels kinetischer Analysen zuersothen. Zur Bestimmung der
Michaelis-Menten-Konstante (d und der maximalen Reaktionsgeschwindigkeit, £y

wurdenin vitro Substratumsatze mit konstanten KonzentrationenCg¢schroms P450 und
der Redoxpartner durchgefiihrt. Die Substratkonaéntren wurden erhoht, bis eine

Sattigung des Cytochroms P450 mit dem Substrathtreurde.
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3.7.1Kinetische Analyse des CYP106Al-abhangigen KBA Umtzes

Zur Bestimmung der Enzymaktivitdt von CYP106A1 wardlas Substrat KBA in
Konzentrationen von 0 bis 100 uM zugegeben. Diealeghen Daten wurden mittels
hyperbolischer Regression ausgewertet. Fur dielykistzhe Aktivitat der CYP106A1-
abhangigen KBA Umsetzung ergab sich dabei gigVon 5,4 £ 0,1 nmol Produkte pro nmol
CYP106AL1 pro Minute und einjydvon 16,5 + 1,2 uM (Abb. 3.31).

nmol Produkte/nmol CYP106A1/min

T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Konzentration KBA [uM]

Abb. 3.31 Bestimmung kinetischer Parameter fur den durchPOX6A1 katalysierten
Umsatz von KBA. Die Reaktionen wurden in 50 mM HEPEBuffer, pH 7,4, 20% Glycerin
bei 30°C fur 2 min mit 1,5 uM Arh1, 10 uM Fdx2 uéd pM CYP106A1 durchgefuhrt. Die
KBA-Konzentrationen reichten von 0-100 pM. Jede K&ea wurde in Triplikaten
durchgefuhrt und die jeweiligen Mittelwerte wurdeerechnet. Die erhaltenen Daten wurden
mittels hyperbolischer Regression ausgewertet.
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3.7.2 Kinetische Analyse des CYP109E1-abhangigen Vitamin3 Umsatzes

Zur kinetischen Analyse der CYP109E1l-abhangigerarkih D3 Umsetzung wurde das
Substrat Vitamin D3 in Konzentrationen von 0 bi® 18V zugegeben. Die erhaltenen Daten
wurden mittels sigmoidaler Regression ausgewefét. die katalytische Aktivitat der
CYP109E1l-abhangigen Vitamin D3 Umsetzung wurden \&inx von 23,9 £ 2,1 nmol
Produkte pro nmol CYP109E1 pro Minute, einy Kon 44,9 £ 6,0 uM und eine Hill
Konstante (n) von 1,83 + 0,30 (Abb. 3.32) berechwelche auf positiv kooperative Effekte
hindeuteten. Fiir Ma/Kyn wurde ein Wert von 8872'aM™ berechnet.
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Abb. 3.32 Bestimmung kinetischer Parameter fiir den durclP @OE1 katalysierten Umsatz
von Vitamin D3. Die Reaktionen wurden in 20 mM Kaiphosphatpuffer, pH 7,4, 20%
Glycerin bei 30°C fur 3 min mit 1,5 pM Arhl, 10 pMdx3 und 0,5 pM CYP109E1l
durchgefuhrt. Die Vitamin D3-Konzentrationen remmtvon 0-150 uM. Jede Reaktion wurde
in Triplikaten durchgefuhrt und die jeweiligen Miliverte wurden berechnet. Die erhaltenen
Daten wurden mittels sigmoidaler Regression ausgetve

Bei alleiniger Betrachtung der kinetischen Analgse Bildung des Hauptproduktes P4, das
mit dem einzigen Produkt des CYP109A2-abhangigeianvin D3 Umsatzes uberlagerte,
zeigte sich ein nahezu identischer Kurvenverlawdtéld nicht gezeigt). Daraus ergaben sich
Werte, die sehr ahnlich zu den Werten der Gesawhgptbildung waren: Es wurde ein
apparenter MaxWert von 23,7 £ 2,1 nmol P4/nmol CYP109E1/min, apparenter [g-Wert
von 45,3 = 6,0 uM und eine Hill Konstante (n) vgB82L+ 0,3 berechnet.
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3.7.3.Kinetische Analyse des CYP109A2-abhangigen VitamiD3 Umsatzes

Zur Bestimmung der Enzymaktivitat von CYP109A2 wairdas Substrat Vitamin D3 in

Konzentrationen von 0 bis 150 uM zugegeben unddien mittels sigmoidaler Regression
ausgewertet. FUr die katalytische Aktivitat der Q¥PA2-abhéngigen Vitamin D3

Umsetzung wurde ein My von 263,8 + 17,9 pmol Produkte pro nmol CYP109A® p

Minute, ein K4 von 32,8 £ 4,1 uM und eine Hill Konstante (n) vb80 + 0,33 berechnet

(Abb. 3.33). Fiir V,a/Kwy ergab sich ein Wert von 134 ™.
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Abb. 3.33 Bestimmung kinetischer Parameter fur den durchPOX9A2 katalysierten
Umsatz von Vitamin D3. Die Reaktionen wurden in@M Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,
20% Glycerin bei 30°C fur 30 min mit 1,5 uM Arh10 4M Fdx3 und 0,5 pM CYP109A2
durchgefuhrt. Die Vitamin D3-Konzentrationen remmtvon 0-150 uM. Jede Reaktion wurde
in Triplikaten durchgefuhrt und die jeweiligen Miliverte wurden berechnet. Die erhaltenen
Daten wurden mittels sigmoidaler Regression ausgetve
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3.8. Quantitative Real-Time Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Anhand vonin vitro Rekonstitutionsassays konnte gezeigt werden, Fds$-dx2, Fdx3 und
Fdx4 in der Lage warern vitro die Aktivitat der Cytochrome P450 zu unterstitoed es
sich bei diesen Proteinen damit um potentielle niatie Redoxpartner der Cytochrome
handelt. Das néchste Ziel bestand daher darin,emeiEinblicke in die mutmalliche
physiologische Relevanz dieser beobachteten Werinkehg zu erhalten. Dazu sollte die
Expression der Cytochrome P450 und die der autold®edoxpartner mittels quantitativer
real-time Reverse Transkriptase PCR (gRT-PCR) aRNAEbene untersucht werden.
Hierflr wurdenB. megateriunMS941 Zellen unter ausreichender Eisenversorgukg)(tind
unter Eisenmangel Bedingungen (-Fe) kultiviert. INd&extraktion der Gesamt-RNA und
cDNA-Synthese wurde die gRT-PCR durchgefuhrt, um Expression der sieben Gene in
Abhé&ngigkeit von der Eisenkonzentration vergleicherkdnnen.

CYP106Al zeigte bei Eisenmangel das gleiche Exjmesievel wie bei ausreichender
Eisenversorgung, wahrend CYP109E1 bei Fehlen veanEgine deutlich hthere Expression
aufwies als beim Vorhandensein von Eisen. Im Gemjendazu wurde CYP109A2 unter
Eisenmangel schwacher exprimiert als unter auseamdr Eisenversorgung. Auch bei
Betrachtung der Redoxpartner zeigten sich UnteesiehiFld wurde bei 0 uM Fe im Vergleich
zu 25 uM Fe hochreguliert. Fdx4 wurde hingegen loeir ausreichender Eisenversorgung
exprimiert, wahrend bei Eisenmangel keine Fdx4-Esgion detektiert werden konnte. Bei
den in diesem Experiment gewahlten Bedingungen teonfiir Fdx2 und Fdx3 keine Signale
erhalten werden; weder bei Eisenmangel noch beir éwbheren Eisenkonzentration. Die
Expressionswerte aller Gene sind zum besseren éieginglin Tab. 3.8.1 und Abb. 3.34
zusammengefasst. Da der CYP109E1-Wert bei Eisernehamgsentlich hoher ist als alle
Ubrigen Werte, wurden in Abb. 3.34 zwei unterscltbeé Skalierungen der y-Achse gewahlt,
so dass die kleineren Werte besser unterschiedetfew&bnnen.
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Abb. 3.34 Expressionsanalyse der Gene, die Fld, CYP106AMRPXD9EL1, CYP109A2,
Fdx2, Fdx3 und Fdx4 auB. megateriunDSM319 kodieren, mittels quantitativer real-time
Reverse Transkriptase PCR. [emegateriunZellen wurden unter Eisenmangel (0 uM Fe)
und unter ausreichender Eisenversorgung (25 pMddgyiert. Nach Extraktion der Gesamt-
RNA und cDNA-Synthese wurde die Expression der Gaiitels gRT-PCR untersucht. Die
Kultivierung und alle weiteren Schritten erfolgtéim jede Eisenkonzentration in Triplikaten.
Fid, CYP109E1, CYP109A2 und Fdx4 zeigten zwischen Heiden Eisenkonzentrationen
statistisch signifikante Unterschiede in den Exgimsslevels. Zur besseren Darstellung der
kleineren Werte wurde in B die Skalierung der y-g&lyeandert.
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Tab. 3.8.1: Expressionsanalyse mittels quantitativer real-tiReverse Transkriptase PCR
zum Vergleich der Expression der sieben angegeb@&eee bei Eisenmangel (0 uM Fe) und
bei ausreichender Eisenversorgung (25 uM Fe).

Angegeben ist die absolute initiale Startmenge pbegeiligen Transkriptes. Fir jede
Eisenkonzentration wurden drei voneinander unaliandgulturen verwendet und die
jeweiligen Mittelwerte wurden bestimmit.

Gen O UM Fe 25 UM Fe
Fid 538 +41 78+ 6
CYP106A1l 545 + 54 613 + 120
CYP109E1 11300 + 143 1736 + 183
CYP109A2 79371 1643 + 180
Fdx2 00 0+0
Fdx3 00 00
Fdx4 00 443 + 142

3.9. Bacillus megateriumMS941 Ganzzellsystem

Nach der erfolgreichen Identifizierung von Substnafiir alle drei Cytochrome P450 war das
nachste Ziel, ausreichende Mengen der Reaktionskt@dur Verfiigung zu stellen, um die
Produkte mittels NMR Spektroskopie strukturell ziamakterisieren. Kirzlich wurde in

unserem Arbeitskreis ein durch Xylose induzierbarglsombinantes Ganzzell-System fur die
Expression von Cytochrom P450 SystemeB.irmegateriunMS941 entwickelt (Bleif et al.

2012). Um dieses Ganzzell-System auch in dieseeifdinsetzen zu kdnnen, wurden fir
jedes Cytochrom verschiedene Plasmide konstrudarh einen wurden Plasmide hergestellt,

die nur das jeweilige Cytochrom P450 unter Kon&r@ines Xylose-induzierbaren Promotors
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enthalten (pSMF2.1B, pSMF2.1E bzw. pSMF2.1A). Zundexen wurden tricistronische
Vektoren konstruiert, die das jeweilige Cytochrodb® sowie die Redoxpartner Arhl und
FId, Fdx2, Fdx3 oder Fdx4 beinhalteten, so dassjddes Cytochrom funf verschiedene

Ganzzell-Vektoren zur Verfligung standen.

3.9.1. Expression der Cytochrome P450 und der Redoxprotee in Bacillus
megateriumMS941

Die konstruierten Vektoren wurden mittels Protofg@atransformation inB. megaterium
MS941 eingebracht und die Proteinexpression duretZdgabe von Xylose induziert. Nach
einer 24-stiindigen Expressionszeit wurden die Kettu geerntet und die Zellen
aufgeschlossen, um die Expression aller ProteintelsiWestern Blot bzw. SDS-PAGE
Uberprifen zu kobnnen. Eine Western Blot-Analyse rmaihem polyklonalen, gegen
CYP106A1 gerichteten Antikorper zeigte, dass CYRADG6n allen Stdmmen erfolgreich
exprimiert werden konnte (Abb. 3.35A). Da fur CYREL und CYP109A2 keine Antikorper
zur Verfugung standen, erfolgte der Nachweis depréssion mittels SDS-PAGE: In allen
transformierten Stammen trat eine Proteinbande did, in der Negativkontrolle B
megateriumMS941 transformiert mit pSMF2.1) nicht vorhandesr \{Abb. 3.35BC). Anhand
eines polyklonalen, gegen Arh1 gerichteten Antikdspkonnte auch die Uberexpression von
Arhl in allen Stammen bewiesen werden (Abb. 3.36ABI2r Nachweis der erfolgreichen
Expression der drei Ferredoxine erfolgte mit Hilé&nes monoklonalen, gegen HKlis
gerichteten Antikorpers (Abb. 3.37ABC). Dariiberziis war auch die Uberexpression des

Flavodoxins in allen drei Stammen erfolgreich (ABI38).
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Abb. 3.35 Western Blot Analyse mit einem polyklonalen, ged&YP106A1 gerichteten AntikérpeA) und
SDS-Gele zum Nachweis der Expression von CYP108kiiifd CYP109A2C). Spur 1: Probe des gereinigten
Proteins (Positivkontrolle). Spur 2: Lysat d@smegateriunStammes, der nur das Cytochrom P450 exprimiert,
24 h nach Induktion. Spur 3: Lysat d@smegateriunStammes, der das jeweilige Cytochrom P450, Artd un
Fld exprimiert, 24 h nach Induktion. Spur 4: Lysabn B. megaterium transformiert mit pSMF2.1
(Negativkontrolle). Spur 5: Proteinmarker. Spur l&sat desB. megateriumStammes, der das jeweilige
Cytochrom P450, Arhl und Fdx2 exprimiert, 24 h nadduktion. Spur 7: Lysat dd8. megateriunStammes,
der das jeweilige Cytochrom P450, Arhl und Fdx3riemiert, 24 h nach Induktion. Spur 8: Lysat d8s
megateriumStammes, der das jeweilige Cytochrom P450, ArtdlRdx4 exprimiert, 24 h nach Induktion.
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Abb. 3.36 Western Blot Analyse mit einem polyklonalen, gegarhl gerichteten Antikdrper in deB.
megateriumStammen, die Cytochrom P450-Systeme des CYP106M1-CYP109E1- B) und CYP109A2-
Typs (C) Uberexprimieren. Spur 1: Probe des gereinigteteirs Arhl (Positivkontrolle). Spur 2: Lysat vBn
megaterium transformiert mit pSMF2.1 (Negativkontrolle) iA)(und (C); Lysat de8. megateriunStammes,
der CYP109E1, Arhl und FId exprimiert, 24 h naclduktion, in (B). Spur 3: Lysat deB. megaterium
Stammes, der das jeweilige Cytochrom P450, Arh1l kliddexprimiert, 24 h nach Induktion in (A) und (C)
Lysat vonB. megateriumtransformiert mit pPSMF2.1 (Negativkontrolle) iB)( Spur 4: Proteinmarker. Spur 5:
Lysat desB. megateriunStammes, der das jeweilige Cytochrom P450, Artd kadx2 exprimiert, 24 h nach
Induktion. Spur 6: Lysat deB. megateriumStammes, der das jeweilige Cytochrom P450, Arhd BHdx3
exprimiert, 24 h nach Induktion. Spur 7: Lysat 8esnegateriunStammes, der das jeweilige Cytochrom P450,
Arh1 und Fdx4 exprimiert, 24 h nach Induktion.
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Abb. 3.37 Western Blot Analyse mit einem monoklonalen, geddiss gerichteten
Antikdrper in denB. megateriunStammen, die Cytochrom P450-Systeme des CYP106A1-
(A), CYP109E1l- B) und CYP109A2- Typs Q) uUberexprimieren. Spur 1: Probe des
gereinigten Proteins Fdx2. Spur 2: Lysat desmegateriumStammes, der das jeweilige
Cytochrom P450, Arhl und Fdx2 exprimiert, 24 h n&otuktion. Spur 3: Lysat voiB.
megaterium transformiert mit pSMF2.1 (Negativkontrolle). $puu Proteinmarker. Spur 5:
Probe des gereinigten Proteins Fdx3. Spur 6: LgleatB. megateriumStammes, der das
jeweilige Cytochrom P450, Arhl und Fdx3 exprimi€d, h nach Induktion. Spur 7: Probe
des gereinigten Proteins Fdx4. Spur 8: LysatBlesiegateriunStammes, der das jeweilige
Cytochrom P450, Arh1l und Fdx4 exprimiert, 24 h naxtuktion.
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Abb. 3.38 Western Blot Analyse mit einem polyklonalen, gedéd gerichteten Antikorper.
Spur 1: Lysat vorB. megateriumtransformiert mit pSMF2.1 (Negativkontrolle). Sp2
Probe des gereinigten Proteins Fld (PositivkorgjolSpur 3: Lysat vorB. megaterium
transformiert mit pPSMF2.1BAFId, 24 h nach Indukti®@pur 4: Proteinmarker. Spur 5: Lysat
von B. megateriumtransformiert mit pPSMF2.1EAFId, 24 h nach Indokti Spur 6: Lysat von
B. megateriumtransformiert mit pPSMF2.1AAFId, 24 h nach Indwkti
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3.9.2. Ganzzellumsatze irBacillus megateriumMS941

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass alle Ii@gtoe P450 und deren Redoxpartner
in B. megateriumMS941 exprimiert werden, wurde als nachstes umtbis ob die

rekombinanten Ganzzell Biokatalysatoren in der Laged, die identifizierten Substrate
umzusetzen. Dazu wurden dE. megateriumKulturen 24 h nach Induktion mit den
jeweiligen Substraten versetzt und der Substrattamadtels HPLC analysiert. Ein Stamm,

der nur den Vektor pSMF2.1 enthielt, wurde fir &lasatze als Negativkontrolle eingesetzt.

3.9.2.1 CYP106A1-basierte Ganzzellumsatze

Da es sich bei KBA um das einzige Substrat handé#ie von CYP106A1 zu neuen, bisher
unbekannten Produkten umgesetzt wurde, wurden &®1G06Al-basierten Ganzzell-
Umsatze ausschlieBlich mit dem Substrat KBA durfifgé KBA wurde in einer
Endkonzentration von 100 pM zugegeben und nach ®uhden Proben entnommen,
extrahiert und mittels HPLC analysiert. e megateriunStdmme, die nur CYP106A1 bzw.
CYP106A1 zusammen mit den Redoxpartnern exprinmiedetzten KBA zu dem gleichen
HPLC Produktmuster um wie in demm vitro Assay unter Verwendung gereinigter Proteine
(Abb. 3.38, vgl. Abb. 3.19). Die NegativkontrollB, megateriumMS941 Zellen, die das
Plasmid pSMF2.1 enthielten, zeigten keinen UmsaitzKBA (Abb. 3.39).
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Abb. 3.39 HPLC Chromatogramme dés vivo Umsatzes von KBA mit rekombinantéh
megateriumMS941 StdmmenB. megateriumMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1B
enthielten (kompakt), setzten KBA zu dem Nebenpkodi und dem Hauptprodukt P2 um.
Die Negativkontrolle,B. megateriumMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1 enthielten
(gepunktet), zeigten keinen Umsatz von KBA. Die IReaen wurden in 25 ml
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 bei 30°C fir 3 h mi0}0M KBA durchgefuhrt.

3.9.2.2 CYP109E1-basierte Ganzzellumsatze

Bei CYP109E1 handelt es sich um ein neues, bisleniggkanntes Cytochrom P450, das in
dieser Arbeit zum ersten Mal kloniert und charaktert wurde. Zudem waren fur den
Groliteil der Substrate von CYP109E1 keine Prodamkéstrds vorhanden. Deshalb wurden
alle identifizierten Substraten vivo umgesetzt, um eine Produktcharakterisierung mittel
NMR zu ermdglichen. 300 uM Isolongifolen-9-on kaemin vivo von einem CYP109E1-
UberexprimierendeB. megateriunStamm (pSMF2.1E) innerhalb von 4 h fast vollstgrui
dem Hauptprodukt P1 und den Nebenprodukten P2-dekbart werden (Abb. 3.40), wobei
dieses Produktmuster auchvitro beobachtet wurde (Abb. 3.21). Auch fur Nootkat8aQ(
uM) war die Umsetzung durch eind megateriumStamm, der das Plasmid pSMF2.1E
enthélt, erfolgreich (Abb. 3.41) und bezlglich &sduktmusters mit dem Hauptprodukt P1
und den Nebenprodukten P2-4 mit denvitro Umséatzen ubereinstimmend (Abb. 3.22).
DieserB. megateriunStamm war auch in der Lage, 300 uM Testosteroarialb von 6 h
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nahezu vollstandig zu dem hydrophileren HauptprodBdE und dem hydrophoberen
Nebenprodukt P2 umzusetzen (Abb. 3.42). DiesesuRtodister lag auch bei eineim vitro
Umsatz von Testosteron durch CYP109E2 mit gereniginzymen vor (Abb. 3.23). Im Falle
von Vitamin D3 war eine Solubilisierung dieser sbfidrophoben Substanz mit Cyclodextrin
und eine Erhéhung der Membrandurchlassigkeit d@aponin notwendig, um den Eintritt
des Substrates in diB. megateriumZellen und damit den Substratumsatz zu verbessern
(Kleser 2011). Mit Hilfe dieser Substanzen war dimsetzung von 200 pM Vitamin D3
innerhalb von 6 h durch einen CYP109E1-Uberexprieméen B. megateriumStamm
(pSMF2.1E) erfolgreich: Wie schan vitro (Abb. 3.24) wurderin vivo funf Vitamin D3-
Produkte gebildet (Abb. 3.43), wobei P1 und P4deit Standardso]25-Dihydroxy-Vitamin
D3 bzw. 25-Hydroxy-Vitamin D3 Uberlagerten (Abb248). Fur alle vier Substrate zeigte die
Negativkontrolle,B. megateriumMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1 enthielterier
den untersuchten Bedingungen keinen bzw. nur esebn schwachen Umsatz der jeweiligen
Substrate. Zudem zeigten alle funf konstruielBermegateriumGanzzell Biokatalysatoren,
die entweder nur CYP109E1l oder CYP109E1l und dieoRmttner (Arhl und Fld, Fdx2,
Fdx3 oder Fdx4) exprimierten, fur alle Substrats déeiche Produktmuster. Aus diesem
Grund wurde fir jeden Ganzzell Umsatz exemplarisghdas HPLC-Chromatogramm des

CYP109E1-uberexprimierend& megateriunstammes gezeigt.
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Abb. 3.40 HPLC Chromatogramme degs vivo Umsatzes von Isolongifolen-9-on mit
rekombinantenB. megateriumMS941 StdmmenB. megateriumMS941 Zellen, die das
Plasmid pSMF2.1E enthielten (kompakt), setzterolsgifolen-9-on zu dem Hauptprodukt P1
und den Nebenprodukten P2-4 uie Negativkontrolle B. megateriunMS941 Zellen, die
das Plasmid pSMF2.1 enthielten (gepunktet), zeiginen Umsatz von Isolongifolen-9-on.
Die Reaktionen wurden in 25 ml Kaliumphosphatpufier 7,4 bei 30°C fur 4 h mit 300 uM
Isolongifolen-9-on durchgefihrt.
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Abb. 3.41 HPLC Chromatogramme d&s vivo Umsatzes von Nootkaton mit rekombinanten
B. megateriunMS941 StammerB. megateriumMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1E
enthielten (kompakt), setzten Nootkaton zu dem Nphmlukt P1 und dem Hauptprodukt P2
um. Die NegativkontrolleB. megateriunMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1 enthielten
(gepunktet), zeigten keinen Umsatz von Nootkatore Beaktionen wurden in 25 ml
Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 bei 30°C fir 4 h miD30M Nootkaton durchgefuhrt.
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Abb. 3.42 HPLC Chromatogramme de#n vivo Umsatzes von Testosteron mit
rekombinantenB. megateriumMS941 StdmmenB. megateriumMS941 Zellen, die das

Plasmid pSMF2.1E enthielten (kompakt), setzten d&ston zu dem Hauptprodukt P1 und
dem Nebenprodukt P2 unie Negativkontrolle,B. megateriumMS941 Zellen, die das

Plasmid pSMF2.1 enthielten (gepunktet), zeigtenndmi Umsatz von Testosteron. Die
Reaktionen wurden in 25 ml Kaliumphosphatpuffer p¥ bei 30°C fir 6 h mit 300 uM

Testosteron durchgefuhrt.
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Abb. 3.43 HPLC Chromatogramme desn vivo Umsatzes von Vitamin D3 mit
rekombinantenB. megateriumMS941 StammenB. megateriumMS941 Zellen, die das
Plasmid pSMF2.1E enthielten (kompakt), setztenitaD3 zu dem Hauptprodukt P4 und
den Nebenprodukten P1-P3 und P5 ine NegativkontrolleB. megateriunMS941 Zellen,
die das Plasmid pSMF2.1 enthielten (gepunktetyterikeinen Umsatz von Vitamin D3. Die
Reaktionen wurden in TB-Medium bei 30°C fur 6 h 200 uM Vitamin D3 durchgefihrt.
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3.9.2.3 CYP109A2-basierte Ganzzellumsatze

Nach der erfolgreichen Umsetzung von Vitamin D3ctiueinen CYP109E1-exprimierenden
Stamm, wurde untersucht, ob digs vivo ebenso mit CYP109A2 mdglich ist. 200 uM
Vitamin D3 wurde von allen funf Stdmmen, die CYPAQ9uberexprimierten, in 24 h zu
einem Produkt umgesetzt wie in Abb. 3.44 exempthriir den pSMF2.1A enthaltenden
Stamm dargestellt. Dieses Produkt trat amchitro auf und tGberlagerte mit dem Standard 25-
Hydroxy-Vitamin D3 (Abb. 3.26). Wie schon in Abb..43 erkennbar, trat bei der

Negativkontrolle kein Umsatz von Vitamin D3 auf.
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Abb. 3.44 HPLC Chromatogramme desn vivo Umsatzes von Vitamin D3 mit
rekombinantenB. megateriumMS941 StdmmenB. megateriumMS941 Zellen, die das
Plasmid pSMF2.1A enthielten (kompakt), setzten Mita D3 zu dem Produkt P unie
Negativkontrolle, B. megateriumMS941 Zellen, die das Plasmid pSMF2.1 enthielten
(gepunktet), zeigten keinen Umsatz von Vitamin D Reaktionen wurden in TB-Medium
bei 30°C fir 24 h mit 200 uM Vitamin D3 durchgeftihr
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3.10. NMR Charakterisierung der Umsatzprodukte

Nachdem alle Substrate durch die Cytochrom P45Qzg&disysteme erfolgreich umgesetzt
werden konnten, sollten in einem nachsten SchurtldErh6hung des Kultivierungsmalf3stabs
(Upscale) ausreichende Mengen der Reaktionsprodukteine Strukturaufklarung mittels
NMR Spektroskopie zur Verfliigung gestellt werdere Dikubation und Induktion erfolgten
wie zuvor fur die Ganzzellumsatze beschrieben, waler Substratumsatz jeweils in
Kaliumphosphatpuffer durchgefuhrt wurde. Nach indliellen Umsatzzeiten wurden die
Kulturen mit Ethylacetat extrahiert und die Extelkinschlieend mittels HPLC gereinigt.

Die NMR-Daten der jeweiligen Produkte sind dem Amjpau entnehmen.

3.10.1. Produktcharakterisierung des CYP106Al-abhéngigen KB

Umsatzes

Der Ganzzellumsatz von 100 pM KBA (18 mg) wurde Rirh mit dem CYP106A1l
exprimierenden B. megaterium Stamm (pSMF2.1B) durchgefuhrt. Die anschlie3ende
Reinigung des Extraktes mittels HPLC fuhrte zu zimiktionen P1 (4 mg) und P2 (12 mg),
die den beiden Produkten des CYP106Al-abhangigesitro KBA Umsatzes entsprachen.
Bei P2 handelte es sich um eine reine Substanznd8truktur als f-Hydroxy-KBA
bestimmt werden konnte (Brill et al. 2013). P1Igetine 2:1 Mischung aus zwei &hnlichen
Substanzen dar, wobei das Nebenprodukt dieses CGmsisals 1&Hydroxy-KBA
identifiziert werden konnte, welche kirzlich vonsener Gruppe zum ersten Mal beschrieben
wurde (Bleif et al. 2012). Die NMR Analyse des Hgurpduktes des Gemisches ergab die
Substanz [#,15q-Dihydroxy-KBA (Brill et al. 2013). Die Ergebnissder CYP106Al-
abhangigen KBA Umsetzung sind in Schema 1 zusamefiass).

Arh1, Fld/Fdx,
CYP106A1

KBA 7B-Hydroxy-KBA 15a-Hydroxy-KBA 7B.,15a-Dihydroxy-KBA
(82%) (6%) (12%)

Schema 1 Reaktionsgleichung der CYP106A1-abhangigen KBAsdtnung. Die durch die
Reaktion eingefuhrten Hydroxy-Gruppen sind rot meatk
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3.10.2. Produktcharakterisierung der CYP109El-und CYP109A2-

abhangigen Substratumsatze

Die Ganzzellumsatze erfolgten mit den beiden Stammdee CYP109E1 bzw. CYP109A2
exprimierten (pSMF2.1E bzw. pSMF2.1A). Durch dasRQ¥9E1 Ganzzellsystem wurden
300 uM Isolongifolen-9-on (19 mg) nach 4 h zu einelaupt- und drei Nebenprodukten
umgesetzt. Bei dem Hauptprodukt (16 mg) handelte seh um (4R)-4-Hydroxy-

Isolongifolen-9-on (Schema 2), wohingegen die Mengier Nebenprodukte fir eine

Strukturaufklarung mittels NMR zu gering waren.

Arh1, Fld/Fdx,

\\\OH
‘o CYP109E1 "‘
(@) (@)

Isolongifolen-9-on 4-Hydroxy-lIsolongifolen-9-on

Y

Schema 2 Reaktionsgleichung der CYP109E1-abhangigen Igplolen-9-on Umsetzung.
Die durch die Reaktion eingefiihrte Hydroxy-Grupgterot markiert.

Die Umsetzung von 300 pM Nootkaton (19 mgq) fuhem4 h zu einem Hauptprodukt (11
mg), das mittels NMR-Spektroskopie als eine 1:1dMisig aus den beiden C11-Epimeren
(4R,5S,7R,11S)-11,12-Epoxy-Nootkaton ~ und  (4R,53,IR)-11,12-Epoxy-Nootkaton
identifiziert werden konnte (Schema 3). Auch fir od@ton war die Menge des

Nebenproduktes zu gering, um eine Strukturaufkigmittels NMR zu ermdglichen.
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Arh1, FId/Fdx,

o
\l\ CYP109E1 J/ij‘ij ‘\\\\k\
@) 0]

Nootkaton 11S,12-Epoxy-Nootkaton

Y

11R,12-Epoxy-Nootkaton
(1:1)

Schema 3 Reaktionsgleichung der CYP109E1-abhangigen Nootkelmsetzung. Die durch
die Reaktion eingefuhrte Epoxid-Gruppe ist rot metk

300 uM Testosteron (26 mg) wurden durch das CYP1d9&nzzellsystem innerhalb von 6 h
zu einem Haupt- (19 mg) und einem Nebenproduktd@bumgesetzt. Die Strukturaufklarung
mittels NMR wies nach, dass es sich bei dem Haaogdttet um 1@-Hydroxy-Testosteron
und bei dem Nebenprodukt um Androstendion hand&thema 4). Die Umsetzung von
Testosteron zu PBHydroxy-Testosteron und Androstendion warf diederauf, ob beide
Produkte unabhangig voneinander entstehen oder ratroétendion beispielsweise durch
Wasserabspaltung aus [tBydroxy-Testosteron entsteht. Um Hinweise auf den
zugrundeliegenden Reaktionsmechanismus zu erhahtedenin vitro undin vivo Umsatze
mit CYP109E1 und 1BHydroxy-Testosteron als Substrat durchgefiihrt. dadei keine
Produktbildung erfolgte (Daten nicht gezeigt), katavon ausgegangen werden, das$ 16
Hydroxy-Testosteron und Androstendion unabhangigneumander von CYP109E1l aus

Testosteron gebildet werden.
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OH OH
Arh1, FId/Fdx,

CYP109E1 OH

—_— +

O O

Testosteron 16B-Hydroxy-Testosteron Androstendion

Schema 4 Reaktionsgleichung der CYP109E1l-abhangigen Testms Umsetzung. Die
durch die Reaktion eingefiuihrten Gruppen sind ratkmed.

Die Umsetzung von Vitamin D3 durch CYP109E1 und C8®A2 wurde jeweils mit 200
KM Vitamin D3 (29 mg) fur 24 h durchgefihrt. Im Fatles CYP109E1 abhangigen Vitamin
D3 Umsatzes konnte mittels NMR nur die Struktur Hasiptproduktes P4 (11 mg) bestimmt
werden, wohingegen die Mengen der Nebenprodukteifie Strukturaufklarung zu gering
waren. Wie schon aufgrund der Uberlagerung mit &amdard 25-Hydroxy-Vitamin D3 im
HPLC-Chromatogramm vermutet, konnte mittels NMRdeurtig nachgewiesen werden, dass
es sich bei diesem Produkt um 25-Hydroxy-Vitamin Rhdelt (Schema 5). Vitamin D3
wurde von CYP109A2 zu einem Produkt (16 mg) konedrt Auch hierbei bestatigte die
Analyse mittels NMR-Spektroskopie das Produkt 25Héxy-Vitamin D3 (Schema 6).

[ T

+4NP

Arh1, Fld/Fdx,
CYP109E1 |

HOM Ho™

Vitamin D3 25-Hydroxy-Vitamin D3

Schema 5 Reaktionsgleichung der CYP109E1l-abhéangigen VitamB Umsetzung. Die
durch die Reaktion eingefiihrte Hydroxy-Gruppe atmarkiert.
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Arh1, Fld/Fdx,
CYP109A2

HO Ho

Vitamin D3 25-Hydroxy-Vitamin D3

Schema 6 Reaktionsgleichung der CYP109A2-abhangigen VitaiDi3 Umsetzung. Die
durch die Reaktion eingefiihrte Hydroxy-Gruppe atmarkiert.

3.11. Zeitabhangigein vivo Substratumsetzungen

Alle konstruiertenB. megateriumGanzzell Biokatalysatoren eines bestimmen Cytauohro
P450 Typs wiesen fir ein Substrat jeweils die gleic Produktmuster auf (s. 3.9.2). Um
herauszufinden, ob die fur jedes Cytochrom konsttemn Ganzzell Biokatalysatoren dariber
hinaus Unterschiede aufweisen, wurden zeitabhangigeszo Umsatze durchgefihrt. Damit
sollte inshesondere untersucht werden, ob die hiedenen Redoxpartner einen Einfluss auf
die Produktbildungsraten austiben. Diese zeitabgéngn vivo Umséatze wurden fir jedes
Cytochrom mit einem Substrat und den jeweiligerf lBnmegateriunStdmmen, die jeweils
nur das Cytochrom P450 oder das Cytochrom P45Ciun&dder vier moglichen Redoxketten

exprimierten, durchgefuhrt.
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3.11.1. Zeitabhangiger KBA Umsatz durch CYP106A1

Biokatalysatoren

Im Falle von CYP106Al1 wurden die funf Stamme vefgdn, die nur CYP106Al
(PSMF2.1B) oder CYP106A1, Arhl und Fld (pSMF2.1BAFIFdx2 (pSMF2.1BAFdx2),
Fdx3 (pSMF2.1BAFdx3) oder Fdx4 (pSMF2.1BAFdx4) emperten. Das Substrat KBA
wurde 24 h nach der Induktion in einer Endkonzéiainavon 100 UM zu den verschiedenen
Expressionskulturen zugegeben. Nach 0, 10, 20,6@0,80 und 100 min wurden Proben
entnommen, extrahiert und mittels HPLC analysi®er Stamm, der nur CYP106Al
exprimierte, zeigte Uber den gesamten Zeitraumgeingste Produktbildung (Abb.3.45);
nach 100 min wurden nur 53,3 + 5,9% Umsatz erZieib. 3.11.1). Im Gegensatz dazu
konnte die Produktbildung durch UberexpressionRietloxpartner gesteigert werden: Nach
100 min wurden 88,1 + 8,7% und 83,6 £ 10,4% Pradoildaing erreicht, wenn zusétzlich zu
CYP106A1 auch Arhl und Fld oder Fdx3 exprimiert @amr (Abb. 3.45, Tab. 3.11.1). Bei
Einsatz von Fdx2 oder Fdx4 konnten sogar 96,5 %eduhd 98,8 + 0,2% Produktbildung
beobachtet werden (Abb. 3.45, Tab. 3.11.1). Dieatekontrolle, mit dem Plasmid pSMF2.1
transformierteB. megateriumMS941 Zellen, zeigte innerhalb dieser Zeitperidagnen
Umsatz der KBA (Tab. 3.11.1). Wahrend der gesandeitspanne zeichneten sich die
Stamme, die zusatzlich die Redoxpartner exprimmertiurch einen besseren Umsatz im
Vergleich zu dem nur CYP106A1 exprimierenden Staaus. Dabei zeigten Fdx4 und Fdx2
ahnliche Werte, gefolgt von Fld und Fdx3 (Abb. 3.43urch demB. megateriunstamm, der
CYP106A1, Arhl und Fdx4 exprimierte, konnten sofG0 uM KBA nach 100 min fast
vollstandig umgesetzt werden, wobei das HauptprodifHydroxy-KBA mit einer
Selektivitat von etwa 82% gebildet wurde. Diesest&y wies damit eine theoretische

Ausbeute von etwa 561 m@-Hydroxy-KBA L™ Tag' auf.
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Abb. 3.45 KBA-Umsatz durch verschiedee megateriunMS941 Stamme, die CYP106A1l
(schwarze Quadrate, pSMF2.1B) oder CYP106Al, Arhtd uFld (rote Kreise,
pSMF2.1BAFId), Fdx2 (grine Dreiecke unten, pSMFAEBx2), Fdx3 (blaue Dreiecke
oben, pSMF2.1BAFdx3) oder Fdx4 (pinke Raute, pSNIBAFdx4) exprimierten. Die
Reaktionen wurden in 25 ml Kaliumphosphatpuffer, p4 bei 30°C mit 100 uM KBA
durchgefuhrt und Proben wurden nach 0, 10, 206@080 und 100 min entnommen.

Tab. 3.11.1:In vivo Umsatz von 100 uM KBA innerhalb von 100 min duvelischiedend.
megaterium MS941 Biokatalysatoren, die nur CYP106Al1 oder CO®A1 und Arhl
zusammen mit Fld, Fdx2, Fdx3 oder Fdx4 exprimierten

Ganzzell Biokatalysator % Umsatz
pSMF2.1 0
pSMF2.1B 53,3+5,9
pSMF2.1BA~Id 88,1 +8,7
pSMF2.1BA-dx2 96,5+4,1
pSMF2.1BA-dx3 83,6 £ 10,4
pSMF2.1BA-dx4 98,8+0,2
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3.11.2. Zeitabhangiger Vitamin D3 Umsatz durch CYP109E1l
Biokatalysatoren

Analog zu CYP106A1 wurden auch fir CYP109E1 8ie megateriumBiokatalysatoren
verglichen, die CYP109E1 (pSMF2.1E) oder CYP109&mh1 und Fld (pSMF2.1EAFId),
Fdx2 (pSMF2.1EAFdx2), Fdx3 (pSMF2.1EAFdx3) oder #dX{pSMF2.1EAFdx4)
exprimierten. Die Zugabe des Substrates Vitaminekf@lgte 24 h nach Induktion in der
Endkonzentration 200 uM. Proben der Kulturen wurdaoh O, 2, 4, 6, 8, 24, 32 und 48 h
entnommen, extrahiert und per HPLC analysiert. mar das Cytochrom P450 CYP109E1l
exprimierende Stamm wies wahrend des gesamten Bletin@szeitraums die hdchste
Produktbildung auf (Abb. 3.46) und erzielte mit®4,0,7% Umsatz (Abb. 3.46, Tab. 3.11.2)
auch nach 48 h unter allen finf Stammen den hachstert. Im Vergleich dazu wurde die
Produktbildung durch die zuséatzliche Expression Rledoxpartner verringert: Wahrend die
Fdx2 und Fdx4 exprimierenden Stamme in den ersténndch anndhrend gleiche Werte
zeigten, war die Produktbildung bei Fdx4 ab dentpeikt 24 h schneller und wies nach 48 h
mit 82,8 = 2,0% den zweithdchsten Wert auf, wohgege fir Fdx2 73,6 £ 6,8% Umsatz
erreicht wurden (Abb. 3.46, Tab. 3.11.2). Dr megateriumStamm, der das Plasmid
pSMF2.1EAFdx3 beinhaltete, wies zu Beginn eine exgdfibre Produktbildung auf als die
Ubrigen Ferredoxine, erreichte am Ende der Zederiaber mit 76,4 = 0,5% Umsatz einen
hoheren Wert als Fdx2 (Abb. 3.46, Tab. 3.11.2).edallen untersuchten Stammen war die
Umsetzung unter Einsatz des Fld am schwachsterh Ald@é@nglichen &hnlichen Werten wie
Fdx3 verlangsamten sich die Umsatze mit zunehmeteiebis zu einem Endwert von 53,5 +
2,3% Produktbildung nach 48 h (Abb. 3.46, Tab. 2J1Der effizienteste Stamm
(pPSMF2.1E) erreichte den maximalen Umsatz schoh 8dch, so dass damit eine maximale
Ausbeute von 26 mg 25-Hydroxy-Vitamin D3'Tag” erreicht werden konnte.
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Abb. 3.46 Vitamin D3 Umsatz durch verschiedeBe megateriumMS941 Stdmme, die
CYP109E1l (schwarze Quadrate, pSMF2.1E) oder CYP10&&h1l und FId (rote Kreise,
pSMF2.1EAFId), Fdx2 (grine Dreiecke unten, pSMF2AR&x2), Fdx3 (blaue Dreiecke
oben, pSMF2.1EAFdx3) oder Fdx4 (pinke Raute, pSMIEAFdx4) exprimierten. Die
Reaktionen wurden in 50 ml TB-Medium bei 30°C nil02uM Vitamin D3 durchgefihrt und
Proben wurden nach 0, 2, 4, 6, 8, 24, 32 und 4&toenmen.

Tab. 3.11.2:In vivo Umsatz von 200 uM Vitamin D3 innerhalb von 48 hmathuverschiedene
B. megateriumMS941 Biokatalysatoren, die nur CYP109E1l oder OQXYdENL und Arhl
zusammen mit Fld, Fdx2, Fdx3 oder Fdx4 exprimierten

Ganzzell Biokatalysator % Umsatz
pSMF2.1 0
pSMF2.1E 945 +0,7
pSMF2.1EA-Id 53,5+2.;3
pSMF2.1EA-dx2 73,6 £6,8
pPSMF2.1EA=dx3 76,4 +0,5
pSMF2.1EA-dx4 82,8+2,0
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3.11.3. Zeitabhangiger Vitamin D3 Umsatz durch CYP109A2
Biokatalysatoren

Wie schon fulCYP106A1 und CYP109E1 wurden auch fur CYP109A2eleeiligen funfB.
megateriumBiokatalysatoren miteinander verglichen. Das Sabstitamin D3 wurde 24 h
nach Induktion in der Endkonzentration 200 uM zao flenf Expressionskulturen zugegeben.
Proben der Kulturen wurden nach 0, 2, 4, 6, 8,34und 48 h entnommen, extrahiert und
mittels HPLC analysiert. Zu Beginn zeigte der Stander nur CYP109A2 exprimierte, die
beste Produktbildung; am Ende des Messzeitraums dée Fdx3 exprimierende Stamm
jedoch eine minimal héhere Produktbildung auf (A&7 &3% versus 75,5 + 6,6% in 48 h) wie
Abb. 3.46 und Tab. 3.11.3 zu entnehmen ist. Dier&gion von Fdx4 fihrte zu 71,0 £+ 4,6%
Umsatz nach 48 h, gefolgt von Fdx2 mit 63,0 + 12|0ftsatz nach 48 h (Abb. 3.47 und Tab.
3.11.3). Wahrend sich die beiden letztgenanntemi®& in den ersten 8 h kaum von den
Stammen unterschieden, die CYP109A2 bzw. CYP109%%B1 und Fdx3 produzierten,
wurden bei Expression des Fld schon zu Beginn dessMhgen nur geringe Werte erreicht
(Abb. 3.47). Nach 48 h konnte dieser Stamm mit 33,04,1% Umsatz auch nur etwa ein
Drittel des Substrates umsetzten (Tab. 3.11.3) siatite damit unter allen funf StAmmen
denjenigen mit der geringsten Produktbildung daviséhen den Zeitrdumen 24 h und 48 h
anderten sich die Produktbildungsraten kaum, se d@ésmaximalen Umsatze oft schon nach
24 h erreicht wurden. So wiesen die beiden bestéR109A2 Biokatalysatoren, die nur
CYP109A2 bzw. CYP109A2, Arhl und Fdx3 exprimierteme Ausbeute von etwa 29 mg
25-Hydroxy-Vitamin D3 [! Tag" auf.
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Abb. 3.47 Vitamin D3 Umsatz durch verschiedeBe megateriumMS941 Stdmme, die
CYP109A2 (schwarze Quadrate, pSMF2.1A) oder CYPR)9%h1 und FId (rote Kreise,
pSMF2.1AAFId), Fdx2 (grine Dreiecke unten, pSMF2AFRAx2), Fdx3 (blaue Dreiecke
oben, pSMF2.1AAFdx3) oder Fdx4 (pinke Raute, pSMIRAFdx4) exprimierten. Die
Reaktionen wurden in 50 ml TB-Medium bei 30°C ni0uM Vitamin D3 durchgefihrt und
Proben wurden nach 0, 2, 4, 6, 8, 24, 32 und 4&toenmen.

Tab. 3.11.3:In vivo Umsatz von 200 uM Vitamin D3 innerhalb von 48 hmathuverschiedene
B. megateriumMS941 Biokatalysatoren, die nur CYP109A2 oder CQ¥A2 und Arhl
zusammen mit Fld, Fdx2, Fdx3 oder Fdx4 exprimierten

Ganzzell Biokatalysator % Umsatz
pSMF2.1 0
pSMF2.1A 75,5+6,6
pSMF2.1AAFId 33,0+141
pSMF2.1AAFdx2 63,0 £12,0
pSMF2.1AAFdx3 77,0 +8,3
pSMF2.1AAFdx4 71,0+ 4,6
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4. Diskussion und Ausblick

Cytochrome P450 sind vielseitige Biokatalysatorevelche die regio-, chemo-, und
stereospezifische  Oxidation  nicht-aktivierter  Koiasserstoffe  unter  milden
Reaktionsbedingungen katalysieren. Die wenigentiekgmden chemischen Methoden zur
direkten Oxidierung nicht-aktivierter Kohlenwasgeffe sind in der Regel unselektiv,
zeitaufwendig und teuer, so dass Cytochrome P4%8bdrlglich eine aussichtsreiche
Alternative zu traditionellen chemischen Syntheskanstellen. Da Cytochrome P450 sich
zudem durch eine sehr hohe Diversitat bezuglichvdarihnen katalysierten Reaktionen und
der umgesetzten Substrate auszeichnen, sind sigigeaind vielversprechende Kandidaten
fur biotechnologische Anwendungen (Bernhardt 200&)x. breite Einsatz von P450s in der
Industrie und Biotechnologie ist jedoch durch dempgringe Aktivitat, eingeschrankte
Stabilitat, ihren Bedarf an dem teuren Kofaktor NRIH und ihre Abhangigkeit von
Elektronentransferproteinen limitiert. Obwohl dieeisten dieser Nachteile auch auf
mikrobielle Cytochrome P450 zutreffen, sind diesamvtechnischen Gesichtspunkt her
jedoch einfacher zu handhaben als Cytochrome daszeh und Tieren. Zudem sind sie nicht
membranassoziiert, weisen eine relativ hohe Stabifiuf und besitzen deshalb ein grol3es
Potential zum Einsatz in Biooxidationsreaktionen. abBi  ermdglichen neue
Sequenzierprojekte die Entdeckung und Charakteuisie neuer Cytochrome P450 aus
verschiedenen Organismen mit neuartigen Substidatspe Selektivitaten und
Reaktionsmechanismen. So wurde kirzlich zum Bdigias Genom de8. megaterium
Stammes DSM319 sequenziert (Eppinger et al. 20drh),das Potential dieses industriell
wichtigen Organismus besser auszuschopfen. Cytowhi®450 gehdren bekanntermal3en zu
den interessantesten B. megateriumvorhandenen Proteinen (He und Fulco 1991). Das
Vorliegen der Sequenzinformationen d&smegateriunStammes DSM319 (Eppinger et al.
2011) ermdglichte dabei die gezielte Suche nachobBbWytochromen P450 als auch nach
deren potentiellen natirlichen Redoxpartnern. Dasl der vorliegenden Arbeit war
demzufolge die Identifizierung und Charakterisiggumon Cytochrom P450 Systemen,
bestehend aus den Cytochromen P450 selbst und Bedoxpartnern, auB. megaterium
DSM3109.
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4.1. Bioinformatische Analysen zur Identifizierung von Gytochrom P450

Systemen

Um potentielle Cytochrome P450 und potentielle Reaotner der Cytochrome P450 i
megateriumDSM319 zu identifizieren, wurden bioinformatischealysen der genomischen
Sequenz voiB. megateriunDSM319 durchgefihrt. Dadurch konnten vier Gene tiflerert
werden, die fur potentielle Cytochrome P450 kodiei2abei handelte es sich um die schon
bekannten Cytochrome P450 CYP102A1 (P450 BM3) ul&ID6A1 (P450 BM1) sowie
die beiden neuen, der CYP109-Familie angehéren@gtgchrome P450 CYP109E1l und
CYP109A2. Da im Rahmen dieser Arbeit neue Cytocler®50 identifiziert werden sollten
und es sich bei dem P450 BM3 um das bisher am rbagtarakterisierte bakterielle
Cytochrom P450 handelt (Whitehouse et al. 2012)deudieses P450 hier nicht weiter
untersucht. CYP106AL1 ist zwar schon langer bekanatde jedoch bisher vorwiegend auf
der Ebene der Genregulation und Genexpressionsuietar(He et al. 1995; Shaw et al. 2000)
und als Enzym selbst beziglich seiner katalytiscBegenschaften und Aktivitaten nicht
naher charakterisiert. Bei den beiden CYP109 hamdas sich um neue Cytochrome P450,
die bisher in der Literatur noch nicht beschriebgarden. Demnach wurden die drei
Cytochrome P450 CYPO6A1, CYP109E1l und CYP109A2 ewdaflt und sollten in dieser
Arbeit im Detail charakterisiert werden.

In einem ersten Schritt wurden die abgeleiteterm&strukturen und die genomischen
Umgebungen der drei Gene naher untersucht. AlleR#B0s aud3. megateriunDSM319
enthielten jeweils das stark konservierte Threanider I-Helix, Glutaminsaure und Arginin
in dem konservierten EXXR Motiv der K-Helix sowigedSignatur des Ham-Bindemotivs.
Auch die theoretischen Molekulargewichte und isktelechen Punkte wiesen flr
Cytochrome P450 typische Werte auf. Da zu Begimsati Arbeit keine Informationen Uber
mogliche Substrate oder Redoxpartner zur Verflugstagden, bot die Untersuchung der
genomischen Organisation zunachst die einzige Mbkgdit, sich diesen Fragestellungen
anzunahern. Diese Analyse offenbarte jedoch, des€gwochrome P450 offensichtlich in
keinem Gencluster oder Operon zusammen mit and&emen, die Proteine bekannter
Funktion kodieren und somit auch Informationen tnégliche Funktionen und Substrate der

Cytochrome liefern kénnten, organisiert sind.

123



Diskussion und Ausblick

Neben den Cytochromen sollten auch deren natirliRbdoxpartner inB. megaterium
DSM319 identifiziert werden. Eine Moglichkeit, madie Redoxpartner zu finden, besteht in
der Untersuchung der benachbarten Gene der jeeeiltiytochrome P450. Leider konnten in
der unmittelbaren Nachbarschaft der P450 kodierer@ene keine Gene gefunden werden,
die fur mogliche Elektronentransferproteine kodieravie dies auch schon fur andere
Cytochrome P450 beobachtet wurde (Bell et al. 269&n et al. 2009). Zudem erschwert die
grof3e Vielfalt der moglichen Elektronentransferegst (Hannemann et al. 2007) die Suche
nach den entsprechenden WechselwirkungspartnerP4t&0s. Deshalb sollte im gesamten
Genom des B. megaterium Stammes DSM319 nach mdglichen natirlichen
Elektronentransferproteinen anhand deren Sequentitidte zu bekannten Redoxpartnern
gesucht werden. Diese Suche lieferte ein poteesiefFlavodoxingen, vier potentielle
Ferredoxingene (Fdx1-4) und drei potentielle Fesxéd Reduktasegene. Entsprechend der
Analyse der abgeleiteten Primarstrukturen wiesenFiavodoxin und die Ferredoxine Fdx2-4
saure pl-Werte auf, die vergleichbar waren mit gelVerten anderer, an Cytochrom P450
Systemen beteiligter Flavodoxine und Ferredoxinaal{sl et al. 2011; Sticht und Rdsch
1998). Fdx1 besald hingegen mit einem Wert von Bj@8n nur schwach sauren pH-Wert.
Daneben lagen die theoretischen Molekulargewiclee finf Proteine in der zu erwartenden
GroRRenordnung. Die drei potentiellen Ferredoxin Ukémsen wiesen neben typischen
Molekulargewichten und pl-Werten jeweils auch, wiér Ferredoxin Reduktasen
charakteristisch, eine NAD(P)H-Bindedomane sowiaeeFAD/FMN-Bindedomane auf
(Dym und Eisenberg 2001). Anhand des genomischamektes konnte jedoch keinem der
potentiellen Redoxproteine eine mdogliche Funktiageordnet werden, bzw. es konnten
keine Hinweise dartber erhalten werden, welchesedi€roteine moglicherweise an einem
Cytochrom P450 System beteiligt ist.

Zusammenfassend zeigte die Untersuchung der gedoeniOrganisation, dass die Gene, die
fur potentielle Cytochrome P450 und deren potdetiRedoxpartner kodieren, Gber das ganze
Genom verteilt sind und sich nicht in unmittelbaiachbarschaft zueinander befinden.

Daher war es nicht mdglich, die an den CytochrorbOP8ystemen beteiligten Redoxproteine

anhand des genomischen Kontextes bzw. der bioisfiisohen Analyse der abgeleiteten

Primérstrukturen vorherzusagen. Infolgedessenesolile Gene, die fur Cytochrome P450

und deren putative Redoxpartner kodieren, klonierid die jeweiligen Proteine

Uberexprimiert und gereinigt werden.
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4.2. Expression, Reinigung und spektroskopische Charaktesierung

Alle Cytochrome P450 und die potentiellen Redoxpartkonnten erfolgreich ife. coli
Uberexprimiert und in l6slicher Form mit hohen Aesten von jeweils mindestens 1000 nmol
L Kultur gereinigt werden. Dabei stimmten die expemtell mittels SDS-PAGE
bestimmten Molekulargewichte der Cytochrome P4&8, Flavodoxins, des [2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxins Fdx1 und der Ferredoxin Reduktasen RaRRIIFAR2 gut mit den theoretischen
Molekulargewichten tberein, wahrend FAR3 leicht dem theoretischen Molekulargewicht
abwich. Die Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxine Fd¥x3 und Fdx4 wiesen doppelt so
hohe Molekulargewichte auf wie erwartet, was dileliig von Dimeren vermuten lasst. Von
dem Ferredoxin EtpdausS. pombedas als heterologer Elektronenmediator in Cytchr
P450 Systemen fungieren kann, wurde beispielswaist eine Dimerenbildung berichtet
(Schiffler et al. 2004).

Die oxidierten Formen aller drei Cytochrome wiesémen typischen spektralen Verlauf auf
und auch im reduzierten, CO-gebundenen Zustand t&onder charakteristische,
namensgebende Peak bei 450 nm beobachtet werdenExXpression des als Flavodoxin
annotierten Gens filhrte zu blauen Zellpellets bewmem blau-grauen Lysat, was auf das
Vorliegen des FId in der Semichinon-Form hindeutBiese ungewoéhnlichen Farben konnten
auch fur das Flavodoxin YkuN auB. subtilis beobachtet werden (Lawson et al. 2004),
wohingegen bei dem Flavodoxin YkuP aus dem gleidbesubtilisStamm die blaue Farbe
schon beim Zellaufschluss verblasste und das Rretéhrend der Dialyse in die komplett
oxidierte gelb gefarbte Form tberging (Lawson eR@D4). Das FId auB. megateriunblieb
jedoch wahrend der Reinigung und Lagerung in deni§gnon-Form, was an der grinen
Farbe erkennbar war. Zudem deutete das charaldehnistUV/vis-Spektrum, insbesondere die
breite Absorptionsbande von 550 bis 650 nm, auseatieRedoxzustand hin. Daher kann
vermutet werden, dass dge megateriuntld Semichinonform eine geringere Reaktivitat mit
Sauerstoff aufweist als zum Beispiel YkuP. Wie schir die B. subtilisFlavodoxine YkuP
und YkuN (Lawson et al. 2004) sowie das Flavodox@acFld aus Clostridium
acetobutylicunbeschrieben (Malca et al. 2011), konnte das Flexiodauch erfolgreich zur
Chinonform oxidiert und zur Hydrochinonform redutiewerden. Es besitzt damit
offensichtlich die fur Flavodoxine charakteristisalnd im Zusammenhang mit Cytochromen
P450 wichtige Eigenschatft, als Ein- und als Zwéietsmenubertréager zu fungieren. Da das

125



Diskussion und Ausblick

FId in E. coli in der Semichinonform exprimiert wurde, muss ehinwéd der Expression
durch zelleigene Proteine reduziert worden sein. diése Reduktion kdnnte dig. coli
Reduktase Fpr verantwortlich sein, fur welche iesdr Arbeitin vitro ein Elektronentransfer

auf Fld nachgewiesen werden konnte (s. Tab. 3.5.1).

Das als [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin annotierte Fags durch seine rot-braune Farbe und
den spektralen Verlauf starke Ubereinstimmungen bekannten, an Cytochrom P450
Systemen beteiligten Vertebraten-Typ [2Fe-2S]-@uBerredoxinen wie Adx (Uhlmann und
Bernhardt 1995) und Pdx (Tyson et al. 1972) auke Bis [4Fe-4S]-Cluster Ferredoxine
annotierten Fdx2, Fdx3 und Fdx4 waren in AbgrenzaangFdx1l grin-braun gefarbt und
unterschieden sich auch durch ihr UV/vis-Spektruan J2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen.
Solche UV/vis-Spektren mit relativ schwach ausggiaé@ Absorptionsmaxima von 390 bis
400 nm wurden auch fur andere Nicht-[2Fe-2S]-Clusaredoxine wie die [3Fe-4S]-Cluster
Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 ausorgangium cellulosunBo ce56, die funktionell mit
homologen und heterologen Cytochromen P450 wech&elvkonnen, aufgenommen (Ewen
et al. 2009). Anhand der in dieser Arbeit eingdasetd)V/Vis-Spektroskopie kann jedoch
nicht zwischen [3Fe-4S]-Cluster, [4Fe-4S]-ClustéeDicluster Ferredoxinen unterschieden
werden. Um den genauen Fe-S-Cluster Typ derRirenegateriunterredoxine Fdx2, Fdx3
und Fdx4 aufzuklaren, konnten in weiterfihrendenbelten zum Beispiel andere
spektroskopische = Methoden  eingesetzt werden. Dazuarerw die  ESR-
(Elektronenspinresonanz)-Spektroskopie (Noodleméanale 2002) oder die MoéRbauer-
Spektroskopie (Bell et al. 1984) geeignet, da b&elehniken dazu in der Lage sind, zwischen
den verschieden Fe-S-Cluster Typen zu unterscheiddrden genauen Fe-S-Cluster Typ zu
bestimmen. Somit kénnte anhand dieser Spektroskagieh der Nachweis des [2Fe-2S]-

Clusters in Fdx1 erfolgen.

Die drei B. megateriumFerredoxin Reduktasen waren gelb gefarbt und smnauch
bezuglich ihrer UV/vis-Absorptionsspektren gut tekannten, Cytochrom P450 assoziierten
Ferredoxin Reduktasen wie der Putidaredoxin Redek{&evrioukova und Poulos 2002), der
Adrenodoxin Reduktase (Sagara et al. 1993) oder rdgrobakteriellen Ferredoxin
Reduktasen (Ewen et al. 2009) tberein.
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4.3. ldentifizierung von Redoxpartnern der Cytochrome P40

Nach der erfolgreichen Klonierung und Reinigung i Cytochromen P450 sollten in
einem né&chsten Schritt Redoxpartner fur die Cytmuer P450 identifiziert werden, well
diese zur Ausubung ihrer katalytischen Aktivitaf &lektronentransferproteine angewiesen
sind. Da im Rahmen dieser Arbeit neben den CytaubroP450 auch potentielle autologe
Redoxproteine erfolgreich kloniert und gereinigtreden konnten, sollte zunéachst tberprift
werden, ob diese Redoxproteine funktionell mit @gmochromen wechselwirken konnen. Es
zeigte sich, dass das Flavodoxin und die drei N2he-2S]-Cluster Ferredoxine die
Aktivitat aller drei Cytochrome P450 unterstitztehrend das [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin
Fdx1 dazu nicht in der Lage war. Zudem ubertrugem drei autologen Ferredoxin
Reduktasen keine Elektronen auf das Flavodoxin loizsvFerredoxine. Die Ursache fir den
nicht vorhandenen Elektronentransfer konnte daegeh, dass Fdx1 und die Ferredoxin
Reduktasen aufgrund ihres Redoxpotentials nichien Lage sind, mit den Cytochromen
bzw. dem FId und den Ferredoxinen zu wechselwirk¥her wurden did3. megaterium
Reduktasen durch verschiedene heterologe RedukidaseAirhl ausS. pombgbovine AdR
und E. coli Fpr ersetzt. Arhl wies unter diesen Reduktaserhdabste Effizienz bezuglich
der Ubertragung von Elektronen auf Fld und die diéx auf. Nach diesen Ergebnissen
kénnen Fld, Fdx2, Fdx3 und Fdx4 als potentielldin@ahe Redoxpartner von CYP106A1,
CYP109E1 und CYP109A2 als megateriunDSM319 betrachtet werden (Abb. 4.1).

Fur verschiedene Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoxuuede schon eine Wechselwirkung mit
Cytochromen P450 beschrieben: Das CYP107H1 SysteB.asubtilis(Green et al. 2003),
das P450mor System aus d&tyicobacteriumsp. Stamm HES (Sielaff und Andreesen 2005),
das CYP51 System aud. tuberculosis(McLean et al. 2006), das CYP105D System aus
Streptomyces coelicolofChun et al. 2007) und das CYP260A1 System &osngium
cellulosum So ce56 (Ewen et al. 2009) sind Beispiele fur dagle Cytochrom P450

Systeme, in denen Nicht-[2Fe-2S]-Cluster Ferredoaills Redoxpartner fungieren.
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Fid
NADPH RH +0,
Arhl EE— EE—
NADP* R-OH +

H,0

Abb. 4.1 Uberblick Uber die neuen Cytochrom P450 Systeadieejn dieser Arbeit entdeckt
wurden. Diese Cytochrom P450 Systeme bestehen aos AusS. pombesowie dem
Flavodoxin oder einem von drei [3Fe-4S]- oder [4/S3-Cluster Ferredoxinen (Fdx2, Fdx3
und Fdx4) und dem jeweiligen Cytochrom P450 (CYRANG6CYP109E1 und CYP109A2)
ausB. megateriunDSM319. Das [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxin Fdx1 wahinin der Lage,
mit den Cytochromen P450 funktionell zu wechselesrk

Daneben sind auch einige Beispiele fur FlavodoxXwe&annt, die in der Lage sind, als
Elektronentransferproteine in Cytochrom P450 Systerru agieren: Flavodoxin Reduktase
und Flavodoxin ausk. coli kénnen die endogenen Redoxpartner einiger hetgrolo
exprimierter Cytochrome P450 ersetzen (Barnes.et®1; Jenkins und Waterman 1994).
Auch das FlavodoxinAnFld aus dem CyanobakteriusinabaenaPCC 7119 besitzt die
Fahigkeit, mit CYP106A2 auB. megateriumATCC 13368 zu wechselwirken (Goni et al.
2009). Mit dem Flavodoxin Cindoxin atrobacter brakiials Redoxpartner fir CYP176A1
(P450cin) wurde das erste Cytochrom P450 Systerdeeki, das ein Flavodoxin als
physiologisches Redoxprotein enthalt (Hawkes e2@02). Kirzlich wurden zudem zwei
Flavodoxine aus Clostridium acetobutylicum die als mdgliche natirliche
Elektronentransferpartner fir CYP152A2 fungieremnn, identifiziert (Malca et al. 2011).
Des Weiteren kénnen diB. subtilis Flavodoxine YkuN und YkuP als Redoxpartner flr
CYP107H1 (Lawson et al. 2004) und CYP109B1 (Girhetrdl. 2010) auB. subtilisdienen.
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Interessanterweise kdonnen diese beiden P450s elmeimsBerredoxinen interagieren: Die
Aktivitdt von CYP109B1 kann mit verschiedenen hetiegen [2Fe-2S]-Cluster Ferredoxinen
rekonstituiert werden (Girhard et al. 2010) unde Wwereits erwahnt, ist das [4Fe-4S]-Cluster
Ferredoxin Fer in der Lage, Elektronen auf CYP10#Zdlibertragen, wenn auch mit einer
sehr geringen Geschwindigkeit (Green et al. 2083¢h in dieser Arbeit wurden Cytochrome
P450 entdeckt, die Elektronen von einem Flavodoximd von Nicht-[2Fe-2S]-Cluster
Ferredoxinen aufnehmen kdnnen. Aber im GegensattezuCYP107H1 System unterstiitzen
das Flavodoxin und die Ferredoxine die Aktivitat d&tochrome sehr effizient. Fur die
CYP107H1 und CYP109B1 Systeme &issubtiliskonnten bisher ebenso keine homologen
Reduktasen identifiziert werden. Daher kann spekulverden, dass die Cytochrom P450
Systeme ausBacillus in Kombination mit Flavodoxinen bzw. Nicht-[2FeJ2Sluster
Ferredoxinen auf Reduktasen zurlckgreifen, dile gan den bisher bekannten, Cytochrom
P450 assoziierten, Reduktasen, welche auch in rdigseeit als Suchsequenzen zur
Identifizierung von Reduktasen aBs megateriuneingesetzt wurden, unterscheiden. Zudem
besteht die Mdglichkeit, dass Cytochrome P450Badgllus natirlicherweise Redoxsysteme
verwenden, die keiner der bisher bekannten CytochR#150 Klassen (Hannemann et al.
2007) zugeordnet werden kdnnen und die CytochroB0 Bysteme auBacillus damit eine
neuartige Klasse bilden.

Neben den autologen Redoxpartnern waren auch vedsste heterologe Redoxproteine wie
bovines Adx und EtgdausS. pombeén der Lage, Elektronen auf die P450 Busnegaterium
zu Ubertragen (Daten nicht gezeigt). Zudem konrden in dieser Arbeit identifizierten
autologen Redoxproteine aBs megateriumebenso wie Adx und Etff1in vitro funktionell

mit CYP106A2 wechselwirken (Daten nicht gezeigt)m UHinweise auf die an der
Redoxpartnerbindung beteiligten Reste zu erhaliearde das Homologiemodell von
CYP106A2 betrachtet (Lisurek et al. 2008). Da fig elektrostatische Interaktion zwischen
Cytochromen P450 und ihren Redoxpartnern negatadgae Reste auf der Oberflache des
Redoxpartners und positiv geladene Reste auf deerfldbhe des Cytochroms P450
verantwortlich sind, wurden diese basischen Amioos@ in CYP106A2 identifiziert
(Lisurek 2004). Die Aminosauren K53, R97, R100, R36343 und R344 sind auch in
CYP106A1 an den entsprechenden Positionen vorharteiemit kann die Tatsache, dass
CYP106A1 und CYP106A2 die gleichen Redoxpartnerntbers, mithilfe des CYP106A2

Homologiemodells erklart werden (Lisurek et al. 200
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4.4. Quantitative real-time Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Bisher konnte gezeigt werden, dass das Flavodoxdndie drei Ferredoxine in der Lage sind,
in vitro die Aktivitdt der drei Cytochrome P450 zu untetzia. Um Einblicke in die
physiologische Bedeutung der Expression dieser dbypone P450 irB. megateriunselbst
zu erhalten, sollte die Expression der Cytochrod®0Rund der autologen RedoxpartneBin
megateriummittels quantitativer real-time Reverse Translaget PCR untersucht werden.
Dazu wurderB. megateriumMS941 Zellen unter ausreichender Eisenversorguig)(tind
unter Eisenmangel (-Fe) kultiviert, und die Exprasslevel der sieben Gene (drei
Cytochrome P450, Flavodoxin, drei Ferredoxine) \euard bei diesen beiden

Eisenkonzentrationen verglichen.

Fur alle drei Cytochrome P450 konnte unter beideadiByjungen eine Expression
nachgewiesen werden, wobei sich die Expressionslawe Einzelnen unterschieden:
CYP106AL1 zeigte bei beiden Bedingungen das gldiotpressionslevel, wahrend CYP109E1
bei Fehlen von Eisen eine deutlich héhere Exprasaidwies als beim Vorhandensein von
Eisen. Im Gegensatz dazu wurde CYP109A2 unter Eiaagel schwacher exprimiert als
unter ausreichender Eisenversorgung. Das Flavodexnmde bei Eisenmangel im Vergleich
zu 25 uM Eisen hochreguliert. Fdx4 wurde hingegenbei ausreichender Eisenversorgung
exprimiert, wahrend bei Eisenmangel keine Fdx4-Eggion detektiert wurde. Damit konnte
fur alle drei Cytochrome eine Coexpression mit I5éd unzureichender Eisenversorgung und
mit Fdx4 bei ausreichender Eisenversorgung beobtaciMerden. Dadurch wird die
Expression aller Cytochrome P450 wund die Expressionindestens eines
Elektronentransferpartners bei verschiedenen Eerdatrationen sichergestellt, so d8ss
megateriumin Abhéngigkeit des zur Verfigung stehenden Eisamschen verschiedenen
Redoxproteinen wechseln kann. Diese Ergebnissem&immit friilheren Beobachtungen
Uberein, dass Flavodoxine bei unginstigen Umweltigethgen wie Eisenmangel exprimiert
werden, wo sie die eisenhaltigen Ferredoxine inkR&@en, die zur Reduktion von,Nind
NADP" fiihrten, ersetzten (Sancho 2006) und dadurch d@siében und die Reproduktion
unter Bedingungen ermdglichten, die anderenfahgidlich gewesen waren (Zurbriggen et al.
2007). Folglich kann das verbleibende Eisen aueendEnzyme, die auf Eisen angewiesen
sind, umverteilt werden (Erdner et al. 1999; Mazatral. 2003). Im Zusammenhang dieser

Arbeit kdnnte das verfigbare Eisen zum Beispieldi& Assemblierung der prosthetischen
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Gruppe der Cytochrome P450, ein eisenhaltiges Hameflwendet werden, so dass die
katalytische Aktivitat der Cytochrome P450 sichetgtt ist. Eine ahnliche Regulation der
Cytochrom P450 Aktivitdt wurde bisher in der Litenanoch nicht beschrieben. Fld und
CYP109E1 wurden jeweils bei Eisenmangel und Fdx4l @YP109A2 jeweils bei
ausreichender Eisenversorgung hochreguliert. RHGYIP109E1 bzw. Fdx4 und CYP109A2
sind also moglicherweise am gleichen Stoffwechsglweteiligt und werden dazu bei den
entsprechenden Eisenkonzentrationen verstarkt raigoti Obwohl in dieser Arbeit die
Expression von Fdx2 und Fdx3 nicht detektiert werdennte, kann nicht ausgeschlossen
werden, dass diese beiden Ferredoxine unter UmsgitiQungen, die von den in dieser
Arbeit gewahlten Parametern abweichen, eine Coegjme mit den Cytochromen aufweisen
und mit diesen naturlicherweise wechselwirken. $okdnnten in zukinftigen Arbeiten
weitere Kulturbedingungen wie andere Kulturzeiteveitere Eisenkonzentrationen oder
verschiedene Medien getestet werden, um Hinweisedi@uExpressionsbedingungen von
Fdx2 und Fdx3 zu erhalten. Zudem wére es intergsganomweite Microarrayanalysen der
Genexpression iB. megateriundurchzufihren. Dadurch kdnnten weitere Gene itizietit
werden, die eine ahnliche differentielle Expressian Abhangigkeit von der
Eisenkonzentration wie die Cytochrome und die Redaxer aufweisen und die damit
Hinweise auf die physiologische Funktion der Cytooh P450 Systeme iB. megaterium
liefern kdnnten. Zusammengefasst konnen das Flawodond die drei Ferredoxine Fdx2,
Fdx3 und Fdx4 nach allen in dieser Arbeit erhalteBegebnissen als natirliche Redoxpartner
von CYP106Al, CYP109E1 und CYP109A2 angesehen werdevobei die
Expressionsbedingungen fur Fdx2 und Fdx3 noch ifiieatt werden mussen. Die Tatsache,
dass die Transkriptmenge fir CYP109E1l bei Eisenelangsentlich héher war als alle
Ubrigen Werte, deutet auf eine physiologische Relevder CYP109E1 Expression bei diesen
Bedingungen hin, wobei es sich zum Beispiel daramdeIn kdnnte, neue Nahrungsquellen
zuganglich zu machen. Zudem besteht die Mdoglichkleiss die Proteinmenge, -stabilitat und
-aktivitat durch weitere regulatorische Mechanismé@a posttranslationale Modifikationen
beeinflusst werden, so dass trotz hoher mMRNA-Mengeater Zelle nur geringe Mengen an
aktivem CYP109EL1 vorliegen.
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4.5. ldentifizierung von Substraten und katalytische Akivitat

Neben der Identifizierung von autologen Redoxparird@ér die drei Cytochrome P450 aBs
megaterium DSM319 bestand ein weiteres Ziel dieser ArbeitidaSubstrate fur die
Cytochrome P450 zu identifizieren. Um erste Hinweasif mogliche Substrate zu erhalten,
wurde mithilfe der Typl-Differenzspektroskopie zstenach Substanzen gesucht, die an die
jeweiligen Cytochrome P450 binden. Bei der Bindenger Substanz an ein Cytochrom P450
handelt es sich um eine zwingende, jedoch nichtealsende Voraussetzung fur eine
Substratumsetzung. Deshalb wurde anschlielBendlfimittin in vitro Rekonstitutionsassays
untersucht, ob die Substanzen, fur die eine Binchahgewiesen werden konnte, von den
Cytochromen umgesetzt werden. Fur diese Umsatzedemurdie in dieser Arbeit
identifizierten autologen Redoxpartner eingesetzt.

4.5.1. Substratidentifizierung fur CYP106A1 und kinetische Analyse des
CYP106Al-abhéngigen KBA Umsatzes

Als mogliche Substrate von CYP106A1 wurden Substargetestet, die schon als Substrate
des nachsten Verwandten, CYP106A2 BusnegateriumATCC 13368, bekannt waren. Bei
diesen Substraten handelt es sich um Steroide s@ideund Triterpenséauren. Die
pentazyklische Triterpensaure 11-K@t®oswelliasdure (KBA) induzierte einen high-spin
Shift in CYP106Al1l, wahrend durch die Diterpensaukbietinsaure kein Typl-Shift
hervorgerufen werden konnte. Diese Ergebnisse éeckich mit denen von CYP106A2,
wofir zwar beide Substrate darstellen (Bleif et28l11; Bleif et al. 2012), von denen jedoch
nur die KBA einen high-spin Shift induzierte. Dig®nnte, wie schon fir CYP106A2
diskutiert, dadurch erklart werden, dass die Ahgiure im Gegensatz zur KBA zu klein ist,
um das axiale Wassermolekuil zu verdrangen. Diegmotigse wurde auch durch die fir die
Steroide erhaltenen Ergebnisse unterstlitzt, wejobiéer als die Abietinsaure sind: Unter den
getesteten Steroiden induzierten Progesteron, Bnedpn, Testosteron, Androstendion,
DOC, Corticosteron und RSS einen Typl-Shift, wadr&holestenon nicht in der Lage war,
einen high-spin Shift hervorzurufen. Diese Ergefmisnterschieden sich jedoch stark von
denen fur CYP106A2 bekannten Daten: Bei Cholestdmamdelt es sich um das einzige

steroidale high-spin Shift induzierende Substrat @YP106A2 (Lisurek 2004), wohingegen
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die Ubrigen Steroide keinen Typl-Shift in CYP106#&8uzierten (Lisurek 2004), obwohl sie
von diesem umgesetzt werden. Die Bindung von DOCYR106A2 konnte lediglich mittels
Infrarotspektroskopie nachgewiesen werden (Simgeal. 2000). Die untersuchten Steroide
verhalten sich bezuglich der Induktion eines TyhpifS in CYP106A1 bzw. CYP106A2
folglich genau umgekehrt. Diese Unterschiede lasseermuten, dass der
Substrateingangskanal bzw. die an der Substratbgqtheteiligten Regionen in den beiden
Enzymen eine unterschiedliche rdumliche Struktdweaisen. Cholestenon mit seiner langen
hydrophoben Seitenkette am C17-Atom ist im Vergleza den kleineren Steroiden ohne
Seitenkette offensichtlich zu grof3 und/oder zu bgtiob, um in CYP106A1 einen high-spin

Shift zu induzieren.

Die Typ I-Differenzspektiroskopie kann auch zur Bereung der Gleichgewichts-
Dissoziationskonstanten f)Kherangezogen werden, welche als Mal3 fir die Bigsaffinitat
einer Substanz zu dem Cytochrom P450 gilt. Unten detesteten Substanzen wies
Testosteron den geringstem-MV/ert und damit die hochste Bindungsaffinitat zuR106A1
auf. Die geringste Bindungsaffinitat wurde fur R®8 einem mehr als viermal so hohep-K
Wert beobachtet, so dass sich beziglich der Binghaffigitdt zu CYP106A1 folgende
Reihenfolge ergab:

Testosteron > Progesteron > DOC > AndrostendioBA Kk RSS

Anhand dieser Werte liel3 sich zum Teil eine Kotrefazwischen der Starke der Bindung
und der chemischen Struktur der Substanzen erkemreeris auf RSS alle Steroide einen
geringeren k-Wert als die KBA besal3en, tragt die Grof3e derfankRingen bestehenden
KBA offensichtlich zu einer schwacheren Bindung Wergleich zu den Steroiden bei.
Daneben fiihrte eine zusatzliche Hydroxygruppe zueisgel am C21 oder C17 des
Steroidgerusts zu einem hoherep-Wert und damit einer schwacheren Bindung: Der K
Wert stieg von Progesteron zu DOC (21-Hydroxy-Pstgr®n) und wiederum zu RSS, das im
Vergleich zu DOC zusatzlich eine Hydroxygruppe ahY @esitzt. Die hier erhaltenen hohen
Kp-Werte deuten auf eine verhaltnismalig schwachdusig der Substanzen an CYP106A1
hin. Dies unterstreicht die Feststellung, dassiels Bei diesen Substanzen nicht um die
naturlichen Substrate des aus dem BodenorganiBmuoeegateriunstammenden CYP106A1
handeln kann. Fir die Bindung des natlrlichen Satest Cineol an P43Q wurde zum
Beispiel ein K-Wert von 0,7 pM bestimmt (Hawkes et al. 2002) unlie
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Dissoziationskonstante fir P450cam und sein naligé Substrat Campher betrug 1,8 uM
(Kim et al. 2008).

Bei der KBA handelte es sich um die einzige Sulxstdie in beiden CYP106 Enzymen einen
Typl-Shift induzierte, und fur die demzufolge dig-MVerte miteinander verglichen werden
konnten. Dabei wurde deutlich, dass KBA eine sclngée Bindung an CYP106Al als an
CYP106A2 aufweist, da dergdWert im Falle von CYP106A1 mit 92,25 + 2,89 uM tfas
dreimal so hoch war wie im Falle von CYP106A%(83,34 + 2,87 uM) (Bleif et al. 2012).
Unterschiede im Bindungsverhalten spiegelten sasfiilier hinaus auch darin wider, dass die
Daten fur CYP106A2 einer hyperbolischen Regressiuhfir CYP106A1 einer sigmoidalen
Regression entsprechend der Hill Gleichung folg@eses sigmoidale Bindungsverhalten
deutete auf eine Kooperativitdt auf der Ebene dgardenbindung oder der Ebene des
Ubergangs vom low-spin zum high-spin Zustand hianfpe et al. 2008). Abgesehen von der
KBA folgten die Daten der Ubrigen Substanzen emgrerbolischen Regression. Da es sich
bei diesen Substanzen ausschlie3lich um Steroidedelta, liegt die Ursache des
unterschiedlichen Bindungsverhaltens maoglicherw@isden unterschiedlichen chemischen
Strukturen der Steroide und der Triterpensaure. diese These zu verifizieren, kdnnten
weitere Steroide und Terpensauren hinsichtlich ldeluktion eines Typl-Shifts und der
mathematischen Auswertung des zugrunde liegendafuBgsverhaltens getestet werden.

Mithilfe von in vitro Rekonstitutionsassays wurde als nachstes untérsarkdie Substanzen,
fur die bisher eine Bindung an CYP106Al1l nachgewieserden konnte, von diesem
umgesetzt werden. Alle getesteten Steroide - Ptexges Testosteron, DOC, Androstendion
und RSS - wurden auch von CYP106A1l als Substratepdiert. Diese Substanzen wurden
zudem von CYP106A1 zu einem identischen bzw. skhlichen Produktmuster umgesetzt
wie von CYP106A2. Zwischen den beiden CYP106 kamnd@amit keine Unterschiede
bezuglich der Umsetzung von Steroiden gefunden ever8o Uberlagerte das Hauptprodukt
der CYP106A1l-abhangigen Progesteron Umsetzung irhCHPhromatogramm mit dem
Standard 1B-Hydroxy-Progesteron, dem Hauptprodukt des CYP1l0&B2ingigen
Progesteron Umsatzes. Daher kann davon ausgegamgeten, dass auch die Ubrigen
Steroide von CYP106Al1 zu den schon von CYP106A2abeten Produkten umgesetzt
werden, weshalb die Steroide in dieser Arbeit albsBate von CYP106A1 nicht weiter

untersucht wurden.

Anders verhielt es sich jedoch bei Betrachtung derpenoide: Die pentazyklische

Triterpensdure KBA wurde zwar auch von beiden Ereym@ls Substrat akzeptiert, jedoch zu
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einem anderen Produktmuster umgesetzt. Die CYP1@bhingige KBA Umsetzung fuhrte
zu einem Haupt- und einem Nebenprodukt (Brill e8l13), wahrend KBA von CYP106A2
zu einem Haupt- und drei Nebenprodukten umgeseitatiev(Bleif et al. 2012), wobei jedoch
die beiden Hauptprodukte nicht identisch waren.téfeiUnterschiede zeigten sich bezlglich
der Abietinsaure: Sie stellt ein Substrat von CY6HD dar (Bleif et al. 2011), konnte von
CYP106A1 aber nicht umgesetzt werden. Diese Urlteede konnten mithilfe des
Homologiemodells erklart werden, das in Ermangelemgr Kristallstruktur fir CYP106A2
und Progesteron entwickelt wurde (Lisurek et al0®0und das die Basis fur molekulare
Docking-Studien mit 1d-Methyltestosteron und Abietinsaure bildete (BROfL2; Bleif et al.
2011). Dabei wurden fur CYP106A2 diejenigen Amings@ abgeleitet, die die sogenannten
Substraterkennungsstellen (SRSs) bilden. Diese Sibzwischen verschiedenen P450 am
wenigsten konserviert und stellen damit den eigdreh Grund fur die Substratvariabilitat
der P450 dar. Anhand des Dockings wurden moglichassatstoffbriickenbindungen
zwischen der Saurefunktion der Abietinsdure und Sleitenketten der Aminosauren D295,
E78 und R66 erkannt (Bleif et al. 2011). CYP106Akitzt an der Position 295 ebenfalls die
Aminosaure Asparaginsaure. An Position 78 liegt BMP106A1 jedoch anstelle der
Glutaminsaure ein Lysin vor und an Position 66@lycin statt des Arginins. Damit liegt ein
Austausch einer sauren durch eine basische Amineddzw. einer basischen durch eine
unpolare Aminoséaure vor. Des Weiteren wurde di@risoylgruppe der Abietinsaure durch
eine hydrophobe Zange, die von den Leucinresterd @@l L239 gebildet wurde, im aktiven
Zentrum von CYP106A2 stabilisiert (Bleif et al. 201 Das L239 ist auch in CYP106Al
vorhanden, und an Position 291 befindet sich natelscin eine Aminosaure, die sich nur
unwesentlich von Leucin unterscheidet. Daher istodaauszugehen, dass vor allem die
unterschiedlichen Aminosauren an den Positionenr@678 dafur verantwortlich sind, dass
die fur die Substratbindung essentiellen Wassdistatkenbindungen nicht ausgebildet
werden konnen und die Abietinsdure von CYP106Aledadls Substrat nicht akzeptiert
wurde. Diese Unterschiede konnten auch dazu fubeewn beitragen, dass die KBA von

CYP106A1 zu einem anderen Produktmuster umgeseiziey

Neben dem Test ausgewdahlter Substanzen auf Bindan@YP106A1 wurde auch eine
Naturstoffbibliothek gescreent, wobei dieses Sareprauf der Induktion von Typl-Shifts
beruhte. Durch dieses Screening wurden mit Betiires Ursolsaure, Oleanolsaure 318
Glycyrrhetinsédure, Dipterocarpol und Betulin wegte8ubstrate fur CYP106A1 identifiziert.

Diese sechs Substanzen wurden auch beim Screeaingadurstoffbibliothek als Substrate
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von CYP106A2 gefunden (Schmitz et al. 2012). Zudeigten beide Enzyme bei Umsetzung
der einzigen mittels HPLC analysierbaren Substd@3-Glycyrrhetinsdure, das gleiche
Produktmuster. Die fur diese Umsetzung wichtigeniosauren sind daher wahrscheinlich
in beiden Enzymen identisch bzw. ahnlich. Die tdmigsubstanzen konnten aufgrund ihrer
chemischen Struktur nicht mit der bevorzugten Asatgethode HPLC untersucht werden.
Dafur stand nur die Dunnschichtchromatographie Yerfigung, bei der jedoch eine
Quantifizierung der Substratumsatze nur eingesg&hranglich ist. Weil mit der KBA jedoch
ein interessantes Substrat identifiziert werdennkendas von CYP106A1 zu einem anderen
Produktmuster als von CYP106A2 umgesetzt wurdedemralle weiteren Experimente mit
der KBA als Substrat durchgefuhrt.

Um die CYP106Al-abhéangige Umsetzung der KBA de¢air zu untersuchen, wurdém
vitro Kkinetische Analysen durchgefuihrt. Dabei wurde &lga.cWert von 5,4 nmol
Produkte/nmol CYP106A1/min berechnet. Die Datengtex hier einer hyperbolischen
Regression, obwohl bei Analyse des Typl-Spinstafts sigmoidales Bindungsverhalten der
KBA beobachtet werden konnte. Entsprechend dies¢erDweist CYP106A1 im Vergleich
zu CYP106A2 (Vhax = 97,4 nmol Produkte/nmol CYP106A2/min) (Bleif &t 2012) eine
geringere Geschwindigkeit hinsichtlich des KBA Utagg auf. Eine sigmoidale Regression
beziglich der Substratbindung und eine hyperbatigRbgression beziiglich der kinetischen
Analyse wurde auch im Falle von CYP3A4 und Nile Résl Substrat beobachtet (Lampe et
al. 2008). In dieser Studie schlugen die Autoren dass das erste Nile Red Molekul und
folgende Nile Red Molekile den HAm Spin Zustandumerschiedlicher Art und Weise
beeinflussen, aber nicht zu CYP Komplexen mit wsdieiedlichen kinetischen Parametern
fuhren, zumindest innerhalb der Auflosung ihresafss(Lampe et al. 2008). Diese Erklarung
konnte auch auf CYP106Al1 und das Substrat KBA fHeine es sind aber weitere

Experimente notwendig, um die detaillierten Meckaren aufzuklaren.
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4.5.2 . Substratidentifizierung fir CYP109E1 und CYP109A2 und kinetische
Analysen der CYP109E1l- und CYP109A2-abhangigen Vimin D3

Umsatze

Mit Isolongifolen-9-on, Nootkaton und Testosteroarden drei Substanzen identifiziert, die
einen high-spin Shift in CYP109E1 induzierten. Sigerschieden sich jedoch beziiglich der
berechneten Bindungskonstanten und damit bezluglieh Affinitaten zu CYP109E1.
Testosteron wies den niedrigstep-Wert und damit die starkste Bindung zu CYP109E] au
wahrend die Bindungskonstante von Isolongifolem9reehr als doppelt so hoch war wie
diejenige von Testosteron. Daraus ergab sich folgermReihenfolge beziglich der
Bindungsaffinitat:

Testosteron > Nootkaton > Isolongifolen-9-on

Dabei konnte eine Korrelation zwischen der Bindstéyke und der Struktur der Substanzen
festgestellt werden: Die Substanz mit der starkgtémitat, Testosteron, besteht aus vier
Ringen und ist damit wesentlich groRer als die d&eicdnderen, nur aus zwei Ringen
bestehenden Substanzen. Isolongifolen-9-on undKdtmt besitzen eine dhnliche chemische
Struktur und ein identisches Molekulargewicht. N@bdn weist jedoch eine Seitenkette und
damit eine groRRere raumliche Ausdehnung als Isdfioieg-9-on auf. Aufgrund der relativ
grof3en Bindungskonstanten kann wie schon im Falle@YP106A1 vermutet werden, dass
es sich bei diesen Substanzen nicht um die natérdicSubstrate von CYP109E1 handelt.
Auch far andere Cytochrome P450 wurde schon dieduBig der hier betrachteten Substanzen
untersucht. Der K-Wert fir die Bindung von Nootkaton an CYP260A1 &usellulosunto
ce56 betrug 7,87 + 3,16 uM (Khatri 2009), im Faien CYP109B1 auB. subtilis320 + 11
UM (Girhard et al. 2010). Die Bindung von Nootkatam CYP109E1 (K: 131,79 + 10,03
KM) war somit wesentlich schwéacher als an CYP26(¢é&doch stéarker als an CYP109B1. In
CYP109B1 konnte das Substrat Testosteron jedoctekrelypl-Shift induzieren (Girhard et
al. 2010). Vitamin D3 war nicht in der Lage, in CMI®E1l einen high-spin Shift
hervorzurufen, wofir die Tatsache, dass Vitaminvz3entlich gré3er und hydrophober als
die Ubrigen Substanzen ist, ursachlich sein korvitamin D3 induzierte zwar einen high-
spin Shift in CYP105A1 auStreptomycegriseolus(Sawada et al. 2004); fur diese Bindung

wurde aber kein K-Wert bestimmt.
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Isolongifolen-9-on, Nootkaton, Testosteron und Kita D3 wurden von CYP109E1 jeweils

zu einem Haupt- und einem bis mehreren Nebenpredukingesetzt. Abgesehen vom
Nebenprodukt der CYP109E1-abhangigen Testosterosethung besalien alle gebildeten
Produkte eine geringere Retentionszeit als das iljgeeSubstrat, was bei der hier

eingesetzten reversed-phase HPLC bedeutete, dasBradukte hydrophiler sind als das
Substrat. Dies kann bei den meisten Cytochrom-P&g@lysierten Umsétzen beobachtet
werden, da Cytochrome P450 ihre Substrate in degelReum Beispiel durch eine

Hydroxylierung oxidieren und damit hydrophiler maoh Im Falle von Testosteron eluierte
das Nebenprodukt jedoch spater als Testosterorwandiamit hydrophober als Testosteron
selbst. Damit kann es sich bei diesem Nebenpraggkt um ein hydroxyliertes Testosteron-
Derivat handeln, sondern der Bildung dieses Pradukiiissen andere Mechanismen

zugrunde liegen.

Vitamin D3 induzierte in CYP109A2 wie schon in CYABEL1 ein Differenzspektrum, das mit
keinem der bekannten Bindungsspektren tUbereinsemiie von CYP109E1 konnte es aber
auch von CYP109A2 erfolgreich umgesetzt werden.Mengleich zu CYP109E1 war die
Umsetzung durch  CYP109A2 jedoch wesentlich  schécht Bei gleichen
Reaktionsbedingungen wurde im Falle von CYP109Ethnetwa 40% des Substrates
detektiert, wohingegen im Falle von CYP109A2 nuvaett% des Vitamin D3 umgesetzt
werden konnte. Des Weiteren trat bei CYP109A2 muiPeodukt auf, das mit einem der flinf
durch CYP109E1l gebildeten Produkte und dem Stand2BeHydroxy-Vitamin D3
Uberlagerte. Da es sich bei dem nachsten VerwanaienCYP109A2, CYP109A1 auB.
subtilis W23, um ein P450 mit unbekannter Funktion handeltvson et al. 2004), konnten
dadurch keine Hinweise auf mdgliche weitere Substrarhalten werden. Um das
Substratspektrum von CYP109A2 zu erweitern, biet@h in zuklnftigen Arbeiten die
Testung von Strukturanaloga des Vitamin D3 undStasening der Naturstoffbibliothek an.

Zur naheren Untersuchung der CYP109-abhangigenti@ussetzungen wurdein vitro
kinetische Analysen durchgefiihrt. Aus den vorhaedeSubstraten von CYP109E1 wurde
dafur Vitamin D3 ausgewahlt. Da Vitamin D3 bishesceinzige Substrat von CYP109A2
darstellt, konnten diese beiden Enzyme dadurch dbehlihrer katalytischen Aktivitat
verglichen werden. Der fur die katalytische Akitider CYP109E1-abhangigen Vitamin D3
Umsetzung berechneten¥Wert von 23,9 nmol Produkte/nmol CYP109E1/min ietre
anndhernd den hundertfachen Wert des fur CYP10®@#2chneten \aWertes (263,8 pmol
Produkt/nmol CYP109A2/min). Demnach weist CYP109Eine wesentlich hdhere
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Geschwindigkeit hinsichtlich des Vitamin D3 Umsatzas CYP109A2 auf. Wahrend der
Kuw-Wert im Falle von CYP109E1 etwas niedriger warfalsCYP109A2 (32,8 versus 44,9
KM), unterschieden sich die Hill Konstanten nicht80 versus 1,83). Um die katalytische
Aktivitat von CYP109E1 besser mit den Literaturdogya vergleichen zu kénnen, wurde
neben der Gesamtproduktbildung auch die katalyiséktivitat fur die Bildung das
Hauptproduktes, 25-Hydroxy-Vitamin D3, bestimmt.deaergaben sich ein apparentef.yY
Wert von 23,7 nmol 25-Hydroxy-Vitamin D3/nmol CYFAB1/min, ein apparentenkKWert
von 45,3 uM und eine Hill Konstante von 1,82. Deriggen Abweichungen zu den oben
angegebenen Werten der Gesamtproduktbildung maatheumtlich, dass unter den
Bedingungen, unter denen die katalytische Aktivid@stimmt wurde, fast ausschlie3lich das
Hauptprodukt 25-Hydroxy-Vitamin D3 gebildet wird.YE109E1 weist damit fur die 25-
Hydroxylierung von Vitamin D3 einen &ahnlichenp,MWert auf wie der fur die dt
Hydroxylierung von 25-Hydroxy-Vitamin D3 durch moes CYP27B1 (Sakaki et al. 2011).
Die VmaxWerte der Ubrigen bekannten Vitamin D3-Hydroxytasend dagegen wesentlich
niedriger und bewegen sich in der GréRenordnung kbgalytischen Aktivitat von
CYP109A2: CYP107 und humanes CYP27Al wiesen bdspase \acWerte von 290
bzw. 270 pmol Produkt/nmol CYP/min fir die 25-Hyxlyberung von Vitamin D3 auf
(Sakaki et al. 2011). Dagegen zeigten CYP105A1, 7R CYP27A1 und CYP2RL1 fir die
25-Hydroxylierung von Vitamin D3 jedoch deutlich rggere Ky-Werte als die beiden
CYP109 (z. B. 0,45 uM fur CYP2R1 und 13,5 fur CYPL(Sakaki et al. 2011). Demnach
besitzt Vitamin D3 zu diesen Enzymen eine hoherdénidit als zu CYP109E1 und
CYP109A2, so dass hoOhere Vitamin D3 Konzentratiom®twendig sind, um eine
Halbséttigung dieser Enzyme zu erreichen. Zur Vesbeing der Vitamin D3 Umsetzung
sollte daher zuklnftig beispielsweise durch Mutagem eine Verringerung deryKNerte
der beiden CYP109 angestrebt werden. DgxMyv Wert war fir CYP109E1 etwa 66-fach
hoher als fur CYP109A2, so dass CYP109E1 beziugleshUmsatzes von Vitamin D3 eine
wesentlich héhere katalytische Effizienz aufwies.
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4.6. Ganzzellumsatze inB. megaterium

Nach der erfolgreichen Identifizierung von Sub&natir alle drei Cytochrome P450 sollten
die Strukturen der Reaktionsprodukte aufgeklartdeer Fir einen Grol3teil der eingesetzten
Substrate standen keine Produktstandards zur Mer§ig Dadurch war eine
Strukturaufklarung anhand einer Uberlagerung im BRthromatogramm, wie zum Beispiel
im Falle des 18-Hydroxy-Progesterons, fur diese Substanzen nidiglich. Eine detaillierte
und eindeutige Charakterisierung der Produkte esaishalb mittels NMR-Spektroskopie
erfolgen. Ein Nachteil dieser Methode besteht ata@m, dass flr eine Strukturaufklarung
Produktausbeuten im mg-Bereich bendétigt werden.Ugiacale dem vitro Reaktionen zum
Erreichen der geforderten Produktmengen wirde atierdem Verbrauch einer grof3en
Menge an gereinigten Proteinen sowie der CofaktdM&bDPH und Glucose-6-Phosphat
einhergehen, was wiederum mit einem hohen Zeit-Kogtenaufwand verbunden wére. Eine
Alternative stellt ein Cytochrom P450 abhangigemgzallbiokatalysator dar, da dadurch
keine Proteine gereinigt werden mussen und aucRégeneration der Cofaktoren durch die
Zelle selbst erfolgt. Seit Kurzem existiert in urmse Arbeitskreis ein rekombinantes
Ganzzell-System, das die Expression von Cytochrat&OPSystemen irB. megaterium
MS941 ermdglich(Bleif et al. 2012). Auch in dieser Arbeit erschies sinnvoll, die auB.
megateriumDSM319 stammenden Cytochrome P450 und Redoxpeoteimem StamniB.
megaterium MS941, einer Protease-defizienten Mutante BN megateriumDSM319
(Wittchen und Meinhardt 1995), zu exprimieren, da tliese Proteine so ein nahezu
naturliches zellulares Milieu gewahrleistet warnéfi weiteren Grund stellte die bereits
erfolgreiche Expression der Reduktase ArhlBinmegateriumMS941 dar (Kleser et al.
2012). Daruber hinaus besitB. megateriumim Gegensatz zlE. coli die Fahigkeit,
hydrophobe Substanzen aufzunehmen und umzusetzaes, fiv die in dieser Arbeit

identifizierten hydrophoben Substrate wie zum Bielsgitamin D3 und KBA bedeutend war.
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4.7. Strukturaufklarung der Produkte

4.7.1.Produktcharakterisierung des CYP106Al-abhangigen KB Umsatzes

Fur CYP106A1 konnten Steroide und Terpenoide alsstate identifiziert werden, wobei
sich die durch CYP106A1 katalysierten Steroid-Umsahicht von den entsprechenden
CYP106A2-abhangigen Umsétzen unterschieden. Untem derpenoiden stellte die
pentazyklische Triterpensaure KBA die einzige nsttéPLC analysierbare Substanz dar, die
von CYP106A1 zu einem anderen Produktmuster umzfesetde als von CYP106A2 (Bleif
et al. 2012). Daher wurden die Ganzzellumsatze cailis8lich mit dem Substrat KBA
durchgefuhrt. Das Hauptprodukt konnte alsHydroxy-KBA identifiziert werden, bei dem
Nebenprodukt handelte es sich um eine Mischung #Q)h5a-Dihydroxy-KBA und 1%-
Hydroxy-KBA in einem Verhaltnis von 2:1 (Brill etl.a2013). 1o-Hydroxy-KBA wurde
auch als Hauptprodukt der CYP106A2-abhangigen KBAsetzung identifiziert (Bleif et al.
2012), wohingegen die Synthese und NMR-Analyse VpfHydroxy-KBA und PB,15-
Dihydroxy-KBA bisher in der Literatur noch nichtdmhrieben wurden.

Pentazyklische Triterpene (PTs) besitzen umfanieeginzigartige biologische Aktivitaten
und weisen Kklinische Signifikanz als weit verbrt@herapeutika fur die Pravention und
Behandlung von Stoffwechsel- und Gefal3erkrankungeh (Sheng und Sun 2011).
Boswelliasduren (BAs) stellen die wichtigsten bibadn Bestandteile des Harzextraktes aus
der WeihrauchkiefeBoswellia serratadar und werden in der indischen ayurvedischen
Medizin zur Behandlung entziindlicher und arthritesc Erkrankungen eingesetzt (Gupta et
al. 2001; Kruger et al. 2008). Die molekularen Afigpunkte der pharmakologischen
Aktivitdten der BAs sind die 5- und 12-Lipoxygena@eoeckel und Werz 2006), die
Cyclooxygenase-1 (Siemoneit et al. 2008), die huembeukozytenelastase (Safayhi et al.
1997), der ,nuclear factokB*“ (Syrovets et al. 2005), Topoisomerasen (Syroeet. 2000),
Cathepsin G (Tausch et al. 2009) und die mikrosenfabstaglandin E2 Synthase (Werz
2009). Allerdings deckten pharmakologische Studieme schlechte Bioverfligbarkeit der
BAs, insbesondere der KBA, einer der wirksamstersBauf (Kriiger et al. 2008), welche
maoglicherweise durch strukturelle Modifikationen rd&BA wie zum Beispiel die
Hydroxylierung von Kohlenstoffatomen verbessertdesr konnte. Die Hydroxylierung nicht-
aktivierter Kohlenstoffatome, wie die des C7 derABtellt eine Reaktion dar, die durch

traditionelle chemische Methoden nicht moglich(Rabe et al. 2008). Die in dieser Arbeit
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identifizierten neuartigen Substanzen sind daheteréssante KBA Derivate, die
maoglicherweise eine hdhere Bioverflugbarkeit odebesserte pharmakologische Aktivitaten
im Vergleich zu dem Substrat KBA besitzen. Zudemmrikén diese Substanzen den
Ausgangspunkt fur zusatzliche Modifikationen durchemische Methoden bilden. Das
CYP106A1 Ganzzellsystem war in der Lage, KBA inmadsthvon 100 min vollstandig zu
konvertieren, wobei das HauptproduktHydroxy-KBA mit einer Selektivitat von etwa 83%
gebildet wurde. Mit einer theoretischen Ausbeuta 60,7 mg B-Hydroxy-KBA L™ wies
das CYP106Al1 System somit die gleiche Produktivaaf wie die 1&-Hydroxy-KBA
Bildung durch das CYP106A2 System (Bleif et al. 201Da dieser Wert ohne weitere
Optimierungen erhalten wurde, kbnnte die Ausbewtschd den Einsatz unterschiedlicher
Medien und die Anderung von Kulturbedingungen wesrperatur, pH-Wert und eingesetzte

KBA-Konzentration wahrscheinlich noch weiter gegést werden.

4.7.2 Produktcharakterisierung der CYP109E1l- und CYP109A2
abhangigen Substratumsatze

Als Substrate von CYP109E1 wurden die beiden Sexgene Isolongifolen-9-on und
Nootkaton, das Steroid Testosteron und das vonoifter abgeleitete Vitamin D3
identifiziert, wobei mit Ausnahme von Vitamin D3 rfidiese Substanzen keine
Produktstandards zur Verfigung standen. Das Heaagigt des CYP109E1l-abhangigen
Vitamin D3 Umsatzes und das Produkt des CYP109Auapigen Vitamin D3 Umsatzes
Uberlagerten im HPLC-Chromatogramm mit dem StanddrdHydroxy-Vitamin D3, was
jedoch nicht als Beweis fur die Bildung von 25-Hyxly-Vitamin D3 ausreichte. Daher
wurden alle vier Substanzen im grof3en Mal3stab uvetjeslie Produkte gereinigt und deren
Struktur mittels NMR Spektroskopie analysiert. Irallé von Testosteron konnte auch die
Struktur des Nebenproduktes bestimmt werden, wahifi@ndie Gbrigen drei Substanzen die
Mengen der Nebenprodukte zu gering waren, um ein&kt8rbestimmung mittels NMR zu

ermadglichen.
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Isolongifolen-9-on und Nootkaton

Sesquiterpene, zu denen die hier identifiziertebhs8ate Isolongifolen-9-on und Nootkaton
gehdoren, stellen die vielfaltigste Gruppe der Tegide dar und sind Bestandteile pflanzlicher
atherischer Ole (Fraga 2012). So wurden viele Péandie Sesquiterpene enthalten, in der
traditionellen Medizin eingesetzt (Galani et al1@)) Derivate der Sesquiterpene gelten als
bioaktive Substanzen mit begehrten Geruchs- unathBesckseigenschaften (Fraga 2012),
wobei die zusatzliche Hydroxylierung der Sesquiemp oft zu einer Verstarkung ihrer
sensorischen Eigenschaften fihrt (Cankar et all0f&d daher einen essentiellen Schritt in
der Herstellung von Aromastoffen bildet. Auf die ddgxylierung folgt meist eine weitere
Funktionalisierung durch zum Beispiel Epoxidierumgeler Reduktionen, wobei vor allem
die Hydroxylierung durch chemische Methoden mitdmhZeit- und Kostenaufwand sowie
einer geringen Chemo-, Stereo- und Regio- und Eoseiéktivitat verbunden ist (Bicas et al.
2009). Cytochrome P450 stellen diesbeziglich erf@gsversprechende Alternative dar, da
sie in der Lage sind, eine Vielzahl sehr spezifisscxidationsreaktionen durchzufiihren
(Urlacher und Girhard 2012).

Bei dem Hauptprodukt des Umsatzes des Sesquitetpelmmgifolen-9-on handelte es sich
um (4R)-4-Hydroxy-Isolongifolen-9-on. Diese Subgtaist in der Literatur entsprechend
einer anderen Nomenklatur auch unter dem Namen-49Rjdroxy-Isolongifolen-4-on zu
finden. Fir (4R)-4-Hydroxy-Isolongifolen-9-on koenteine wirksame Inhibierung der
Tyrosinase nachgewiesen werden (Choudhary 2003% als Schllisselenzym der
Melaninbiosynthese in Pflanzen und Tieren bekasht Die Entwicklung von Tyrosinase
Inhibitoren hat daher klinische Relevanz fir dieh&adlung einiger dermatologischer
Erkrankungen, die mit einer Melanin Hyperpigmentrey einhergehen (Shiino et al. 2001).
Daneben werden diese Inhibitoren auch in Kosmeakmn Bleichen der Haut und zur
Depigmentierung nach einem Sonnenbrand eingesetuing et al. 2001). Zudem konnte
gezeigt werden, dass (4R)-4-Hydroxy-Isolongifolear® die durch chemische Mutagene
induzierte SOS-Antwort irfalmonella typhimuriununterdricken kann (Sakata et al. 2010).
Durch mikrobielle Transformation von Isolongifol®en durch verschiedene Pilze wie zum
Beispiel Aspergillus nigeikonnte neben anderen Produkten (4R)-4-Hydroxyetsgifolen-9-
on isoliert werden (Choudhary 2003). Auch bei deotfansformation von Isolongifolen
durch den PilzGlomerella cingulataentstand (4R)-4-Hydroxy-Isolongifolen-9-on neben

anderen Produkten in einem Anteil von 15% (Sakatd. €010). Im Gegensatz zu den durch
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die Biotransformation erhaltenen Produktgemisched Vgolongifolen-9-on von CYP109E1
fast ausschlie3lich zu (4R)-4-Hydroxy-Isolongifol@fon umgesetzt, so dass CYP109E1 eine
wesentlich hohere Regioselektivitat gewéhrleisMit CYP109E1 ist zudem das fur die
Umsetzung verantwortliche Enzym bekannt, wohingegese Enzyme in den beiden
erwahnten Pilzen nicht identifiziert wurden. DasrNandensein des Gens fir dieses Enzym
ermoglichte hier eine Uberexpression von CYP109Edigurch eine effiziente Umsetzung
von 100uM Isolongifolen-9-on innerhalb weniger Sten erreicht werden konnte. Neben
dem Vorteil der hoheren Regioselektivitat ist daslieser Arbeit identifizierte System somit
auch wesentlich schneller als die bisher bekanBiesteme, die eine Umsatzzeit von 7 bis 15
Tage erfordern (Choudhary 2003; Sakata et al. 20¥0e CYP109E1 konnte auch
CYP260AL1 Isolongifolen-9-on als Substrat akzeptie(Ringle 2013). Die Umsétze waren
jedoch relativ schwach und mit der Bildung von esgmnt funf Produkten auch unselektiv.
Dagegen wies CYP109E1l bezuglich des Isolongifolem9 Umsatzes eine hdhere
Regioselektivitat auf.

Das Sesquiterpen Nootkaton ((4R,5S,7R)-Nootkatsnkin nattrlicher Aromastoff, der in
den Schalendlen vieler Zitrusfrichte wie der Grapefvorkommt. Nootkaton weist
vielfaltige biologische Aktivitaten auf und finddéshalb eine breite Anwendung: Neben dem
Einsatz als Riech- und Duftstoff fir die Kosmetiund Arzneimittelindustrie sowie als
Aromastoff flir die Lebensmittelindustrie (Fraatz &t 2009) besitzt Nootkaton durch
Hemmung der Acetylcholintransferase und von huma@gtochromen P450 auch eine
pharmakologische Bedeutung (Fraatz et al. 2009ebBan kann Nootkaton aufgrund seiner
insektiziden Wirkung auch als Insektenrepellentgesetzt werden (Panella et al. 2005).
Nootkaton wurde von CYP109E1 zu einem Haupt- unérai Nebenprodukt umgesetzt. Das
Hauptprodukt wurde als eine 1:1 Mischung aus dedebeC11-Epimeren (4R,5S,7R,11S)-
11,12-Epoxy-Nootkaton und (4R,5S,7R,11R)-11,12-FpErotkaton bestimmt. Damit
entsteht ein anderes Produkt als durch CYP264BHBoxy-Nootkaton) (Ly et al. 2012)
und CYP260A1 (4-Hydroxy-Nootkaton) (Ringle 2013)sé&b. cellulosumSo ce56. 11,12-
Epoxy-Nootkaton wurde als Metabolit im Urin nachndeKonsum von Grapefruitsaft
gefunden (Chayen 1988). Es entsteht zudem photasblemach Bestrahlung von Nootkaton
mit UV-Licht (Tateba et al. 1992) und kann wie aldbtotkaton selbst als Insektenrepellent
eingesetzt werden (Maupin et al. 2002). Da diepgathenden Negativkontrollen in dieser

Arbeit keinen Umsatz von Nootkaton zeigten, karenBildung von 11,12-Epoxy-Nootkaton
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durch UV-Licht ausgeschlossen werden, so dass slieseleutig durch die Aktivitat von
CYP109EL1 entsteht. In der Literatur konnte die &idg dieses Nootkaton-Derivates schon
beschrieben werden: Die Transformation von (+)-Weds mitChaetomium globosufiihrte
neben Nootkaton zu weiteren Oxidationsproduktenaui@ Beispiel 11,12-Epoxy-Nootkaton
(Kaspera et al. 2005). Zudem konnte fir verschiedéootkaton Derivate wie 11S,12-Epoxy-
Nootkaton ein antiproliferativer Effekt auf einerhane Leukadmie Zelllinie nachgewiesen
werden (Gliszczynska et al. 2011).

Testosteron

Steroide sind Triterpenoid Lipide mit einer spesafien, aus vier Cycloalkan Ringen (A-D)
bestehenden Struktur. Sie sind in der Natur wetibrettet und konnten in Pflanzen, Insekten,
Vertebraten und auch in niederen Eukaryoten gefumeerden (Donova und Egorova 2012).
Die physiologischen Funktionen der Steroide reichem ihrer Funktion als Steroidhormone
(Glucocorticoide, Mineralcorticoide, Sexualhormong)d Gallensauren Uber die Kontrolle
wichtiger Aspekte der Zellproliferation und der Gehedifferenzierung bis hin zur Regulation
von SignalUbertragungswegen (Donova und Egorov&)2@aneben werden Steroide und
Steroidderivate auch von der pharmazeutischen tndusls Diuretika, Kontrazeptiva,

Entzindungshemmer, Anabolika, Immunsuppressiva aumdvVorbeugung und Behandlung

vieler schwerwiegender Erkrankungen wie hormonagigé&m Brust- und Prostatakrebs, HIV
und neurodegenerativen Erkrankungen eingesetztt{Bimal Khera 2012). Aktuell sind mehr

als 300 zugelassene steroidale Arzneimittel bekandtsteroidale Medikamente gehdren zu
den von der pharmazeutischen Industrie am starkstemarkteten Produkten (Tong und
Dong 2009). In diesem Zusammenhang stellt die rbikile Steroid Transformation eine

leistungsstarke Mdglichkeit zur Herstellung neuggati steroidaler Arzneimittel dar, da die
entsprechenden Positionen am Steroidgerist dureimisbhe Reagenzien kaum zuganglich

sind (Donova und Egorova 2012).

In dieser Arbeit konnte das Steroid Testosteron @iP109E1 zu dem Hauptproduktft6
Hydroxy-Testosteron und dem Nebenprodukt Androstenddas im Unterschied zu
Testosteron an Position 17 eine Keto- statt eingirékygruppe besitzt, umgesetzt werden.
Anhand vonin vitro und in vivo Umsatzen konnte gezeigt werden, dasf-Hgdroxy-
Testosteron von CYP109E1l nicht als Substrat akeptvird und dass PBHydroxy-
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Testosteron und Androstendion folglich unabhéngigeinander entstehen. Testosteron wird
von vielen verschiedenen humanen mikrosomalen @Gyoocen P450 wie zum Beispiel
CYP3A4 zu 1@-Hydroxy-Testosteron metabolisiert. Jedoch katalysiCYP3A4 die
Monohydroxylierung von Testosteron an insgesami zedrschiedenen Positionen (Evans
und Relling 1999), weist also keine Stereo- und iGdektivitat beziglich der
Hydroxylierung von Testosteron auf. Zudem sind $aWR{50 durch eine geringere Stabilitat
und Aktivitat sowie eine schlechtere Expression hikterielle P450 gekennzeichnet.
Kirzlich wurde mit CYP102A1 M11, einer 10-fach Maota von CYP102A1 (BM3), die erste
bakterielle Steroid Hydroxylase publiziert, die dié3-Hydroxylierung von Steroiden wie
Testosteron katalysieren kann (Vottero et al. 20Tlipse Mutante lieferte neben (L6
Hydroxy-Testosteron aber auchp-Blydroxy-Testosteron und &5Hydroxy-Testosteron
(Vottero et al. 2011). Durch die zusatzliche MuwatA82W in den Mutanten MO1 und M11
konnten Enzyme erhalten werden, die zu einefirHydroxy-Testosteron Anteil von 85%
bzw. 75% fluhrten (Rea et al. 2012). Durch diese atlomen konnte der Anteil an [i-6
Hydroxy-Testosteron demnach zwar gesteigert werdeoh es traten im Gegensatz zu der
durch CYP109E1 katalysierten Testosteron Umsetamaigerhin zusatzliche hydroxylierte
Derivate auf. Beziglich der Hydroxylierungsposiganunterscheiden sich bakterielle und
humane P450 zum Teil: Wahrend beide die 28-, 63-, 13-, 160- und 17-Hydroxylierung
von Testosteron katalysieren, konnte dig& oind 13-Hydroxylierung bisher nur durch
bakterielle P450 realisiert werden (Agematu et 2006). Auch das nahe verwandte
CYP109B1 au8. subtilisakzeptiert Testosteron als Substrat und oxidertreGegensatz zu
CYP109E1l an der Positionen fl5Daneben erfolgte wie im Falle von CYP109E1l eine
Oxidierung an Position 17, welche zu Androstendignt (Agematu et al. 2006; Arisawa und
Agematu 2007). Bei CYP109E1 handelt es sich damitas erste bakterielle Wildtyp-P450,
das die 1B-Hydroxylierung von Steroiden katalysieren kannr E@3-Hydroxy-Testosteron
sind bisher keine Anwendungsmoglichkeiten bekaudiat,diese Substanz bisher nicht in
grolen Mengen zur Verfligung stand bzw. noch keineterduchungen zu ihrer
Wirkungsweise durchgefuhrt wurden. Durch das CYENO0%anzzellsystem besteht nun
jedoch die Mdglichkeit, gréRere Mengen arp-Hydroxy-Testosteron herzustellen und diese
Substanz in Zellkulturexperimenten auf pharmakadge Wirkungen zu untersuchen, da
Steroidderivaten wie schon erwéahnt ein grof3es Haterur Entwicklung neuer Arzneimittel
zukommt. Zu den aktuell fir die pharmazeutischeusitie wichtigsten Reaktionen zahlt die
160-Hydroxylierung von Steroiden (Donova und Egorov#2). Durch ungerichtete oder

gerichtete Mutagenesen unter Bericksichtigung elesiologiemodells von CYP109E1
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kénnte des Weiteren der Versuch unternommen wedier$tereoselektivitéat von einer 36

zu einer 16-Hydroxylierung zu andern.

Vitamin D3

Vitamin D3 ist ein fettlésliches Prohormon, dasder Haut durch ultraviolette Strahlung aus
7-Dehydrocholesterol gebildet oder durch die Nagranfgenommen wird. Vitamin D3 ist
biologisch inaktiv und wird durch CYP27A1 und CYPRRh der Leber zu 25-Hydroxy-
Vitamin D3 und anschlielend durch CYP27B1 in deerdlizu der aktiven Forma,R25-
Dihydroxy-Vitamin D3 umgewandelt (Schuster 2011ktides Vitamin D3 spielt in Sdugern
eine wichtige Rolle im Knochenmetabolismus, der bmitét sowie der Kontrolle der
Zellproliferation und der Zelldifferenzierung.

Vitamin D3 konnte durch CYP109E1 und CYP109A2 ztH3&Iroxy-Vitamin D3 umgesetzt
werden. Dabei stellte 25-Hydroxy-Vitamin D3 das zége Produkt des CYP109A2-
abhangigen Vitamin D3 Umsatzes dar, wahrend CYP108&neben noch vier weitere
Produkte bildete. Eines dieser weiteren Produkerlagerte im HPLC-Chromatogramm mit
dem Standarddl,25-Dihydroxy-Vitamin D3, wobei die Mengen diesesduktes und die der
Ubrigen Nebenprodukte fir eine Strukturaufklarungtets NMR zu gering waren. In
weiterfihrenden Studien sollten die Strukturen eliddebenprodukte jedoch mittels LC-MS
oder nach Optimierung bzw. Upscale der UmséatzeemitttMR bestimmt werden. Dadurch
konnten neben dem Nachweis der Bildung vam25%-Dihydroxy-Vitamin D3 weitere
pharmazeutisch interessante Vitamin D3-Derivatetileiert werden. So produzierte die
Mutante CYP105A1 R73V/R84A neben 25-Hydroxy-Vitanid8 und Ir,25-Dihydroxy-
Vitamin D3 auch #,25,26-Trihydroxy-Vitamin D3 (Hayashi et al. 201@iese Substanz
weist bei vergleichbaren antiproliferativen Aktétén einen wesentlich geringeren
kalz&dmischen Effekt alsod25-Dihydroxy-Vitamin D3 auf und ist damit fur dientwicklung
eines Antikrebsmittels geeignet (Hayashi et al.®@01n der Literatur sind weitere Vitamin
D3 Hydroxylasen zu finden: Die bakteriellen P450RI05A1 ausStreptomyces griseolus
und CYP105A2und CYP107 ausPseudonocardia autotrophicdfriher als Amycolata
autotrophicabezeichnet) sind in der Lage, Vitamin D3 zu 25-kyy-Vitamin D3 und &,
25-Dihydroxy-Vitamin D3 umzusetzen (Fujii et al.G&) Hayashi et al. 2010; Sawada et al.
2004).
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25-Hydroxy-Vitamin D3 stellt die Hauptform des intkper zirkulierenden Vitamin D3 dar
und wird als Standard zur Untersuchung des VitaD@aBlutspiegels bei der klinischen
Labordiagnostik eingesetzt. Zudem ist zum Beisp&leiner Leberzirrhose die Substitution
von 25-Hydroxy-Vitamin D3 notwendig. Dartber hinass eine Anwendung der Vitamin
D3-Derivate zur therapeutischen Behandlung von Hdiwgber- und Nierenerkrankungen
beim Menschen sowie als Futtermittelzusatz in dmrzlicht moéglich (Schuster 2011).
Zudem konnte kurzlich gezeigt werden, dass 25-Hygdhdtamin D3 selbst als Hormon
fungieren kann, so dass eine potentielle Anwenddieger Substanz als nichttoxisches,
naturliches, chemopraventives Arzneimittel zur \Gargung von Krebs erfolgen kann (Lou et
al. 2010; Peng et al. 2009). Ein Mangel an 25-Hyghditamin D3 und ,25-Dihydroxy-
Vitamin D3 fuhrt zu einem erhdhten Risiko, an chsahen Krankheiten wie Osteoporose,
Autoimmunkrankheiten, kardiovaskularen Krankheiteiabetes mellitus Typ 1,
Infektionskrankheiten und bestimmten Krebsartenedkranken (Jean et al. 2008). Daraus
ergibt sich ein groRer industrieller Bedarf an ehisdenen biologisch aktiven Vitamin D3-
Derivaten. Die konventionelle chemische SyntheseWibamin D3-Derivaten beruht auf der
Extraktion eines Gallenséurederivates aus tierisddeganismen und dessen mehrstufiger
Weiterverarbeitung, wodurch nach etwa 20 SchrigérHydroxy-Vitamin D3 und @,25-
Dihydroxy-Vitamin D3 mit einer sehr geringen Ausbewon unter 1% erhalten werden
(Kametani und Furuyama 1987). Die schwierige Sysgh#es 25-Hydroxy-Vitamin D3 und
der hohe Bedarf an dieser Substanz wird auch anatterellen Marktpreisen deutlich:
Wahrend der Preis fur 1 g Vitamin D3 bei 42 Eueglj kostet 1 mg 25-Hydroxy-Vitamin D3
218 Euro (jeweils Sigma-Aldrich). Damit ergibt sieime sehr hohe Wertschdpfung durch die
Hydroxylierung des Vitamin D3 an der Position C25d 25-Hydroxy-Vitamin D3 besitzt
gegenuber dem Ausgangsstoff einen etwa 5000-fakcbrbd Marktwert. Durch die in dieser
Arbeit eingesetzten CYP109E1 bzw. CYP109A2 Gangysiéme konnten Ausbeuten von 26
bzw. 29 mg 25-Hydroxy-Vitamin D3t Tag* erzielt werden. Diese Werte kénnen mit den
Ausbeuten anderer Vitamin D3 Biokonversionen velgin werden: Durch Screening einer
Vielzahl an Bakterien- und Pilzstammen konnten fv&EBmme identifiziert werden, die
Vitamin D3 umsetzten, unter denen der StarAmycolata autotrophicamit 8,3 mg 25-
Hydroxy-Vitamin D3 und 0,17 mgad,25-Dihydroxy-Vitamin D3 pro Liter Kultur in 120 h
die hochste Aktivitat aufwies (Sakaki et al. 2018&i Uberexpression von CYP105A2 $h
lividans konnten 20 mg 25-Hydroxy-Vitamin D3 pro Liter Kuftproduziert werden (Sakaki
et al. 2011). Die maximale Ausbeute an 25-Hydroxgiviin D3 durch ein rekombinantes
CYP105A1 (R73V/ R84A)B. megateriumGanzzellsystem betrug 0,5 mg/Liter/R4h
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(Kleser 2011). Die in dieser Arbeit erhaltenen Aaigien an 25-Hydroxy-Vitamin D3 wurden
ohne weitere Optimierungen erhalten. Somit konnwiese Werte durch Testung
verschiedener Medien und Kulturbedingungen wie ¢é#rWert, der Temperatur und der
Vitamin D3-, Cyclodextrin- und Saponin-Konzentragm noch gesteigert werden. Eine
zusatzliche Moglichkeit stellt der Wechsel von dém dieser Arbeit eingesetzten
Schuttelkolben zu einem Fermenter dar, in dem dwehere Optimierung verschiedener
Parameter wie etwa der SauerstoffkonzentrationAdigbeuten erhoht werden kdnnen. Ein
weiterer Ansatzpunkt ergibt sich in der Mutagenesa CYP109E1 und CYP109A2, da
beispielsweise die Aktivitaiten von CYP107 und CY®AD durch die Einfihrung von

Punktmutationen mittels molekularer Evolution unerichteter Mutagenese erheblich
gesteigert werden konnten (Fuijii et al. 2009; Hayasal. 2010).

Anhand der umgesetzten Substrate zeigte sich, @&83109E1 ein sehr vielseitiges
Cytochrom P450 ist: Neben dem Steroid Testostemmten auch kleinere Molekile wie
Sesquiterpene und sehr grofe Molekile wie Vitami® WDngesetzt werden. Um das
Substratspektrum von CYP109E1 zu erweitern, konn&rukturanaloga der bereits
identifizierten Substrate wie- und pB-lonon, Valencen oder Vitamin D2 auf einen Umsatz
durch CYP109E1 uberprift werden. Des Weiteren k&remich getestet werden, ob die
Substrate des homologen CYP109B1 dBis subtilis wie beispielsweise Compactin,
Betamethasondipropionat, Androsta-1,4-dien-3,birdiowie verschiedene Progesteron- und
Testosteronderivate und Fettsauren auch von CYPILQO& Substrate akzeptiert werden
(Girhard et al. 2010). Nach der erfolgreichen Idemerung von Substraten fir CYP106A2
und CYP106A1 stellt das Screening der Naturstolifittek eine weitere vielversprechende

Maglichkeit dar, neue interessante Substrate fuUPOXE1 zu finden.

In dieser Arbeit konnte CYP109E1 als Vitamin D3-lHyxllase, Steroidhydroxylase und —
oxidase sowie als Sesquiterpenhydroxylase und +@gex identifiziert werden. Abgesehen
von der schon erwahnten Diversitat bezuglich dexepkerten Substrate ist CYP109E1
zudem in der Lage, unterschiedliche Reaktionen dliivren: Neben der Hydroxylierung

nicht-aktivitierter Kohlenstoffe wie im Falle von itdmin D3, Isolongifolen-9-on und

Testosteron besitzt CYP109E1 auch die Fahigkeitdrédgygruppen zu Ketogruppen zu
oxidieren wie im Falle des Umsatzes von Testostezan Androstendion. Zudem ist
CYP109EL1 in der Lage, Doppelbindungen zu oxidiereie, am Beispiel der Epoxidierung
von Nootkaton zu 11,12-Epoxy-Nootkaton nachgewieserden konnte. CYP109E1 besitzt

folglich ein groRes Potential, da oxidierte Vitamid3-, Steroid- und Terpenderivate
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biotechnologisch und pharmazeutisch sehr interéssahbegehrt sind und durch den Einsatz
von CYP109E1l als Biokatalysator zukinftig weitereu@ Substrate und Produkte mit
vielseitigen Anwendungsmaglichkeiten identifizieverden konnen. Fur CYP109A2 konnte
in dieser Arbeit zwar nur Vitamin D3 als Substrdentifiziert werden, welches durch das
CYP109A2 Ganzzellsystem aber sehr effizient undeimér hohen Regioselektivitat zu dem
einzigen Produkt 25-Hydroxy-Vitamin D3 umgesetztraen konnte. Damit kann CYP109A2

als Biokatalysator zur Produktion des industriekgéhrten 25-Hydroxy-Vitamin D3

eingesetzt werden.

4.8. Einfluss der Redoxpartner auf die Produktbildung

Um den Elektronentransfer in den neu identifizier@ytochrom P450 Systemen detaillierter
zu charakterisieren, wurden die vier Redoxpartnémsithtlich ihrer Effizienz, als
Elektronenmediator zwischen der Reduktase Arhl dew Cytochromen P450 zu agieren,
verglichen. In denin vitro Substratumsatzassays wiesen Fdx2 und Fdx3 fur cude
Cytochrome P450 die hdchsten Produktbildungsratén len Falle von CYP109E1 und
CYP109A2 flihrten Fld und Fdx4 zu ahnlichen Aktitétd wohingegen Fld eindeutig den
schlechtesten Redoxpartner fur CYP106A1 darstdlite. Ergebnisse diesear vitro Umsatze
sind fur alle Cytochrome P450 in Abb. 4.2 zusamnaéagst.
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Abb. 4.2 Einfluss der Redoxpartner auf die Produktbilddieg Cytochrom P540-abhangigen
in vitro Umsétze von KBA, Isolongifolen-9-on bzw. Vitamin3Ddurch CYP106A1,
CYP109E1l bzw. CYP109A2. Fiur die vitro Umsatze wurde die heterologe Ferredoxin
Reduktase Arh1l zusammen mit dem Flavodoxin Fldufldiaw. den Ferredoxinen Fdx2 (rot),
Fdx3 (grin) und Fdx4 (pink) alg megateriunbSM319 eingesetzt.

Zusatzlich zu demn vitro Reaktionen wurden die vier Redoxproteine anchivo miteinander
verglichen. Dazu wurdeB. megateriumMS941 Ganzzell Biokatalysatoren hergestellt, die
das jeweilige Cytochrom P450, die Reduktase Arhd emtweder Fld, Fdx2, Fdx3 oder Fdx4
exprimierten. Zudem wurde jeweils ey megateriumMS941 Stamm konstruiert, der nur
CYP106A1, CYP109E1l oder CYP109A2 ohne die Redorpartexprimierte. Die
letztgenannten Stamme erreichten wie schon zuvae Bi megaterium MS941
Ganzzellsysteme, die nur CYP106A2 (Bleif 2012) b P105A1 (Kleser et al. 2012)
exprimiertenjn vivo jeweils eine effiziente Substratumsetzung. Dali@lssich ableiten, dass
unter den gewahlten Umsatzbedingungen entsprechRedexpartner auB. megaterium
vorhanden und aktiv sein mussten. Bei diesen Reattngrn kénnte es sich um die in dieser
Arbeit klonierten Redoxproteine Fld, Fdx2, Fdx3 later Fdx4 handeln, was jedoch zum
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jetzigen Zeitpunkt anhand der zur Verfligung stebanDaten nicht nachgewiesen werden
kann. In weiterfihrenden Experimenten konnten dier \Gene in denB. megaterium
Stammen, die nur das jeweilige Cytochrom P450 exipren, ausgeknockt werden. Durch
Vergleich der Substratumsetzung in diesen KnockSi@tnmen mit den vorherigen Werten
kénnten Informationen dartiber erhalten werden, dbsed Redoxproteine fir den
Elektronentransfein vivo verantwortlich sind. Zusammen mit den schon vgdiaen Daten
der gRT-PCR, die eine Koexpression der Cytochromé adem FId bzw. Fdx4 in
Abhangigkeit vom Eisenlevel zeigten, konnte daduwteh Nachweis erbracht werden, dass
FId, Fdx2, Fdx3 und/oder Fdx4 die physiologischenlékpartner der Cytochrome P45@in
megateriumdarstellen. Beim Vergleich der funf Ganzzell Bitsdgsatoren traten fir die drei
Cytochrome P450 Unterschiede auf: Der Stamm, deCNUWP106A1 exprimierte, zeigte zwar
eine relativ effiziente Substratumsetzung, welduog¢h durch die zusatzliche Expression der
Redoxpartner signifikant (1,5- bis anndhernd 2-fagbsteigert werden konnte. Daran war
erkennbar, dass die Konzentrationen der Redoxpadieelimitierenden Parameter dieses
Ganzzellsystems darstellten. Im Gegensatz dazu waes Stamm, der nur CYP109E1l
exprimierte, wahrend des gesamten Messzeitraum$eatite Produktbildung auf. Bei den
Ganzzell Biokatalysatoren des CYP109A2 Typs warRfieduktbildung durch die Stamme,
die nur CYP109A2 bzw. CYP109A2, Arhl und Fdx3 of8dx4 exprimierten, vergleichbar
effizient. Die Konzentrationen der Redoxpartnetltete in den CYP109E1 und CYP109A2
Ganzzellsystemen demzufolge nicht den limitierendiektor dar. Die Ursache fur den
geringeren Umsatz bei Coexpression der Redoxparkbente darin liegen, dass die
Cytochrom P450 Konzentration durch die zusétzliErpression weiterer Proteine verringert
wird und dadurch der Umsatz sinkt. Eine verring&#50 Expression wurde schon fur das
CYP106A2 Ganzzellsystem beobachtet, bei dem die ID8R2-Konzentration durch die
Coexpression eines bzw. zweier Proteine auf di&élakw. ein Drittel fiel (Bleif 2012). Dort
fuhrte diese Coexpression aber trotz der verriege@ytochrom P450-Menge zu hoheren
Umsatzraten, wie dies auch in dieser Arbeit fur CO®ALl festgestellt wurde. Bei den
CYP109E1 und CYP109A2 Ganzzell Biokatalysatorefitdi@glich ein anderer Parameter
wie zum Beispiel die Substrataufnahme oder die NAB®nNzentration den limitierenden
Faktor dar. Die Ergebnisse diesevivo Umséatze sind fur alle Cytochrome P450 in Abb. 4.3

zusammengefasst.
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Abb. 4.3 Vergleich der Gesamtproduktbildung durch versdbiee Ganzzell
Biokatalysatoren. Fir jedes Cytochrom P450 wurdeer B. megateriunStdmme verglichen,
die nur das jeweilige Cytochrom P450 (hellblau)rodas jeweilige Cytochrom P450 und
Arh1l zusammen mit FId (blau), Fdx2 (rot), Fdx3 (gridder Fdx4 (pink) exprimierten. Die
Quantifizierung erfolgte anhand des CYP106Al-ablgerg KBA Umsatzes bzw. des
CYP109E1- und CYP109A2-abhangigen Umsatzes vomitd 3.

Fdx2 und Fdx3 fuhrtem vitro jeweils zu den besten Produktbildungsraten, wahFaix4in
vivo h6éhere Werte aufwies als Fdx2 und Fdx3. Fld stalit vitro den schlechtesten
Redoxpartner fur CYP106A1 dar, wies fur CYP109EH @WIYP109A2 dagegen &hnliche
Werte auf wie Fdx4in vivo erreichte FId in dem CYP106A1 System annaherndjidiehen
Werte wie die Ferredoxine, wohingegen durch dier&sgion von FId in beiden CYP109
Systemen jeweils die geringste Gesamtproduktbildemgicht wurde. Insgesamt betrachtet
stellen die Ferredoxine im Vergleich zu dem Flavod@emnach die besseren Redoxpartner
fur die Cytochrome P450 auB. megateriumdar. Die Tatsache, dass die einzelnen
Redoxpartnerin vitro und in vivo unterschiedliche Produktbildungsraten zeigten, nké&n

durch unterschiedliche Stabilititen der Redoxpnateioder durch unterschiedliche
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Verhéaltnisse zwischen den Proteinen erklart werd&éhrendin vitro ein Verhaltnis von
3:20:1 fur Arh1l:Fld/Fdx:CYP benutzt wurde, war désrhaltnisin vivo 1:1:1 entsprechend
der Klonierung der Gene in einen tricistronischezktdr und nachfolgender Translation der

Proteine in gleichen Mengen.

Die hohe katalytische Aktivitat des P450 BM3 l&sish unter anderem darauf zurtickfuhren,
dass die Redoxpartnerdoméne udber einen kurzen ifiker mit der P450-Domane
verknUpft ist und damit der Elektronentransfer seffizient erfolgen kann (Whitehouse et al.
2012). Zur Steigerung der Aktivitat dBr megateriun€Cytochrome P450 kénnten diese an die
in dieser Arbeit identifizierten autologen Redoxpine fusioniert werden. Diese als
molekulares ,Lego* bekannte Technik wurde schonolgréich fur die Fusion des
Flavodoxins auPesulfovibrio vulgarisan die Himdomane des P450 BM3 eingesetzt und
fuhrte dort zu verbesserten elektrochemischen wdl\ischen Eigenschaften (Fantuzzi et
al. 2006). Eine weitere Mdglichkeit stellt der Eats sogenannter PCNAs (proliferating cell
nuclear antigens) ausulfolobus solfataricuglar, die naturlicherweise Multienzymkomplexe
bilden (Hirakawa und Nagamune 2013). Nach FusianRi#50 und der Redoxpartner an die
PCNAs und anschlielRender separater Expression dgr Rioteine assemblierten diese
spontan zu einem heterotrimeren Multienzymkompléer sich aufgrund des effizienten
Elektronentransfers durch eine erhéhte Aktivitaszamichnete (Hirakawa und Nagamune
2013). Dieser als PUPPET bezeichnete Ansatz stalnit eine vielversprechende
Maoglichkeit dar, die katalytische Aktivitat der idieser Arbeit identifizierten Cytochrom
P450 Systeme auB. megateriunzu erhéhen. Die aus den Cytochromen P450 und ihren
Redoxproteinen bestehenden Fusionsproteine undievizyimkomplexe bieten neben der
Untersuchung der zugrunde liegenden ElektronerfeaMechanismen auch die Mdglichkeit,
die biotechnologischen Anwendungsmadglichkeiten d&tochrom P450 Systeme zu

erweitern.
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Anhang

6. Anhang

6.1. Oligonukleotide

Tab. 6.1: Ubersicht tber die im Rahmen dieser Arbeit eing#est Primer mit
Nukleotidsequenz und Verwendungszweck. Die Schellésn fir die jeweiligen
Restriktionsenzyme sind kursiv dargestellt, die éimen Hiss-tag kodierenden Abschnitte

sind unterstrichen.

Bezeichnung Verwendungszweck Nukleotidsequenz (553)

BM1-for-Ndd V(_)rwértsprime_rr zur Amplifikation von CYP106AL CATATGRAACAAAGAAGTCATTCCCGTT
mit Ndd Schnittstelle ACAG

BM1-rev- Ruckwartssprimer zur Amplifikation von AAGCTRATGGTGATGGTGATGGTGIC

Hindlll CYP106A1 mit Hig-tag undHindlll Schnittstelle | TGTACACCGTCATGGGCAAGTAG

205-forNdd V(_)rwértsprime_rr zur Amplifikation von CYPlogElCATATG\AAACAGAAAGAGAAAACGG
mit Ndd Schnittstelle

205-revkpnl RUckwértssprime_r zur Amplifikation von GGTACOTAATGGTGATGGTGATGGT
CYP109E1 mit Higtag undKpnl Schnittstelle GTACGTTTTTACGAATCAATAATT

1468-forNdd Vgrwartsprimgr zur Amplifikation von CYP109AR CATATGSAAAAAAAATCTTTTATCTAT
mit Ndd Schnittstelle AGT

1468-revKpnl Rl‘jckwartsspr!me.r zur Amplifikation von GGTACOTAATGGTGATGGTGATGGT
CYP109A2 mit Hig-tag undKpnl Schnittstelle GGGCGTTATTAAAAGCAATTTCAT

Fld-for Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fld mit CCATGGAGGAAATCTTACTAGCTTAT
Ncd Schnittstelle GCG

Fld-rev R!‘jckwartssprimer zur Amplifikation von Fld mit| GGATCOTAATGGTGATGGTGATGGT
Hisg-tag undBanHI Schnittstelle GTGAAGCAGCAGATTTTGCTAC

Fdx1-for Vorwértsp_rimer zur Amplifikation von Fdx1 mit | CATATGCCAAGAGTAACCGTTTTAGG
Ndd Schnittstelle ATA

Fdx1-rev R_Uckwértssprimer zur_AmpIifikation von Fdx1 mitGGTACOTAATGGTGATGGTGATGGT
Hisg-tag undKpnl Schnittstelle GCTCTGCGGGTCGAGGTCCTG

Fdx2-for Vorwértsp_rimer zur Amplifikation von Fdx2 mit CATATGATCATGGGGAAATATACG
Ndd Schnittstelle

Fdx2-rev R_Uckwértsspr_imer zur Amplifikation von Fdx2 mitAAGCTRATGGTGATGGTGATGGTGIT
Hisg-tag undHindlll Schnittstelle GAAATTTATTCGAGTCTCC
Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx3 mit | CATATGCCAAAATATACAATTGTTGTT

Fdx3-for .
Ndd Schnittstelle G

Fdx3-rev R!‘jckwartssprjmer zur Amplifikation von Fdx3 mitAAGCTRATGGTGATGGTGATGGTGIT
Hisg-tag undHindlll Schnittstelle CGAATTTATTAGCATCGCCGTC

Fdxd-for Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx4 mit CATATGCTTTTACGATGGTAGATAAG
Ndd Schnittstelle

Fdxd-rev R!‘jckwartssprjmer zur Amplifikation von Fdx4 mitAAGCTRATGGTGATGGTGATGGTGIT
Hisg-tag undHindlll Schnittstelle CGAATTTTGTTGCATCTCCAT

FdR1-for Vorwartsp_rimer zur Amplifikation von FAR1 mit CATATECAATATTTTTGACCGTATCA
Ndd Schnittstelle

FdR1-rev Ruckwartssprimer zur Amplifikation von FAR1 | GGTACOTAATGGTGATGGTGATGGT
mit Hisg-tag undKpnl Schnittstelle GATCTTCAACCGGGAACCAGCC
Vorwartsprimer zur Amplifikation von FAR2 mit | CCATGGCAACAAAACTATTTTCACCTT

FdR2-for .
Ncd Schnittstelle A

FAR2-rev Ruckwartssprimer zur Amplifikation von FAR2 | GGATCOTAATGGTGATGGTGATGGT
mit Hise-tag undBanH| Schnittstelle GCCATCCGCGTTCGTACTGCAC

FdR3-for Vorwértsp_rimer zur Amplifikation von FAR3 mit CCATGAGAAAAGACGGTCGTTTTG
Ncd Schnittstelle

FAR3-rev Ruckwartssprimer zur Amplifikation von FAR3 | GGATCAOTAATGGTGATGGTGATGGT
mit Hisg-tag undBanH| Schnittstelle GAGCTGTTTCCATTGTTTCTTTG

BM1-Spé-for V(_)rwértsprim_er zur Amplifikation von CYP106A1éigﬁg?ﬁé&@figﬁéﬂrﬁé’é—gﬂ_ﬁ
mit Spe Schnittstelle und RBS AC
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Ruckwartssprimer zur Amplifikation von

ACGCGTITATCTGTACACCGTCATGGG

BM1-MIulrev | cyp106A1 mitMiul Schnittstelle CAAG

205-Spé-for Vgrwartsprimgr zur Amplifikation von CYP109ELACTAGTAAATCAAGGAGGTGAATATA
mit Spé Schnittstelle und RBS CAATGAAAACAGAAAGAGAAAACGG

205Kpni-rev RUckwartsspr@mer zur Amplifikation von GGTACOTATACGTTTTTACGAATCAA
CYP109E1 miKpnl Schnittstelle TAATT

1468 Spé-for V(_)rwértsprim_er zur Amplifikation von CYPlOQAZéiX?EE‘::;EAA:E&%i?I? :‘.’I_A‘(;r_?‘;?
mit Spe Schnittstelle und RBS AG

1468Mlul-rev RUckwértsspr?mer zur Amplifikation von ACGCGTITAGGCGTTATTAAAAGCAA
CYP109A2 mitMlul Schnittstelle TTTCAT

FId-BsiGI-for Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fld mit | TGTACAAATCAAGGAGGTGAATATAC
BsrGl Schnittstelle und RBS AATGAAGGAAATCTTACTAGCTTATG

Fld-Sph-rev Ruckwartssprimer zur Amplifikation von Fld mit| GCATGAO TATGAAGCAGCAGATTTTG

SpH Schnittstelle

CTAC

Fdx2-Sad-for

Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx2 mit
Sad Schnittstelle und RBS

GAGCTQAAATCAAGGAGGTGAATATA
CAATGATCATGGGGAAATATACG

Fdx3-Sad-for

Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx3 mit
Sad Schnittstelle und RBS

GAGCTQAAATCAAGGAGGTGAATATA
CAATGCCAAAATATACAATTGTTG

Fdx4-Sad-for

Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx4 mit
Sad Schnittstelle und RBS

GAGCTQAAATCAAGGAGGTGAATATA
CAATGGCTTTTACGATGGTAGATAAG

Fdx-HisNotl-
rev

Ruckwartssprimer zur Amplifikation von Fdx2,
Fdx3 oder Fdx4 mit Histag undNotl Schnittstelle

GCGGCCGUTAATGGTGATGGTGATG
GTG

rpoB-Stan-for

Vorwartsprimer zur Amplifikation des Standards
fur rpoB

GCTTGCTTTAGGACGAAACG

Ruckwartsprimer zur Amplifikation des Standards

rpoB-Stan-rev fiir rpoB ACCTCCATCTCACCAAAACG

rpoB-RT-for RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation voipoB CTACCAGACGGTACGCCAAT

rpoB-RT-rev RT-Ruckwartsprimer zur Amplifikation vopoB | ACGAGACATGCCAGCTTCTT
RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von

BM1-RT-for CYP106A1 CAACGTGCAGGAGCTGAATA
RT-RUckwartsprimer zur Amplifikation von

BM1-RT-rev CYP106A1 ACATATTTGCAATGGCGTGA
RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von

205-RT-for CYP109E1 AAACGGAATTGTCCGTCAAG
RT-Rlckwartsprimer zur Amplifikation von

205-RT-rev CYP109E1 CACTTCTTTGACCCCGTCAT

T RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von

1468-RT-for CYP109A2 TTCAGCACTTGGAGGGTCAT
RT-Rlckwartsprimer zur Amplifikation von

1468-RT-rev CYP109A2 AAATCACGCCTTCATTACGC

Fld-RT-for RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von ¢l GCATGGATTGCATGTGAAAC

Fld-RT-rev RT-Rickwartsprimer zur Amplifikation vaéd ACCGGGAACGGCTATATTTC
RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx2 | CATATGATCATGGGGAAATATACG

Fdx2-RT-for .
(entspricht Fdx2-for)

Fdx2-RT-rev RT-Ruckwartsprimer zur Amplifikation véilx2 | CTCTTGGGGCACTTCAGCCGTG
RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fdx3 | CATATGCCAAAATATACAATTGTTGTT

Fdx3-RT-for .
(entspricht Fdx3-for) G

Fdx3-RT-rev RT-Ruckwartsprimer zur Amplifikation von Fdx3 AAGCTRRATGGTGATGGTGATGGTGTT
(entspricht Fdx3-rev) CGAATTTATTAGCATCGCCGTC

Fdx4-RT-for RT-Vorwartsprimer zur Amplifikation vordk4 AGGTCTTGCTTATGCCGTGT

Fdx4-RT-rev RT-Ruckwartsprimer zur Amplifikation véx4 | ACGGCTGCTCTGCAACTTT

168




Anhang

6.2. Verwendete Plasmide

6.2.1.Expressionsplasmide fUrE. coli

Aat1l(2233) |

Ssp 1(3115)

Hine ll2852)
Sca l(2791)

Pvu l2881)

Bgl l2431)
BsrF Irzagl)&\ \

PA1108 1(2329)
Eam1105 12311)

HgiE 112004)

AlwN li1834)

pET-3a-d Vectors

pET-17b

L3l Ko,
GO4IE3
8413
GB420-3
94213
pET. Itk
TT promaotes 0I5.E3]
T7 tramseription start A1}
TI-Tagcoding sequence 518551
TT terminator AT 450
FHRT sy 281

bl coxting sequence ESIER T
The meps far gET-3, pET-5 and pET-3d
are the same 2 pET-3a (shown) with the
fallowing exceptions: pET 3h ix 2 4630bp
plasmid; subtract 1bp from each sie beyard
Bamtl 1 at 510. pET 3= s = 45 38bp plasmid:
sub b froen each site: beyond B |
at 510 pET 3 s a 463Thp plemid the
BiamH 1 stie ks Ins the ssme reading frame aa
i pET-3. An Mo site s aabsttuted far
the Nk Esite with o aet 1bg deletion at
posltian 530 of BET3c. As @ result, Koo 1
the rest of the sites,
subitract 3bp from cach site beyond posttion
551 npET-3a Nk [ does not cut pET 34

Sty I(59)
l[ Bput102 82
|
1
‘ |
— e (261)
Nde l(268)
Xba 1(206)
Bl ll364)

Bsg I(578)

cod7 ll672)
BsmF I(589)

(33060p) |

BspLU11 l(1418)
Al llicr418)

THIZE 128

The 5ET 32 d vectars carry an N termizal TT+Tag® sequence and Barmt | cloning stte. These
wectnes are the precursacs to masy pET Family vecion: the pET 21a.d ) series cormsponds to
pET-3a-d bt incorporates several addiicml Eatares. Unique sites are shows an the circle aap.
Note that the sequence s sumbered by the pHRI22 convention, s the T7 expresian region b
meversed on the cirealar map. The coning/expression region of the coding strand transcnbed by

T7 BNA polymerass 1s shawn below,

JEmR =
| (Ano haes
|| Cla fiz4

(i fﬂm Nz

3R
HOE Njsa

AN Ir3188)

Abb. 6.1 Karten der Expressionsplasmide pET-17b und pEd@-3a
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6.2.2 .Expressionsplasmide fuB. megaterium

XylR XylR
PxylA PxylA
_ Spel(s7) —Spel(7)
u BM1
BM1
Ml 1(1833)
Mt 1(1839) Kpn1(843)
Kpn1(1843) SMF2.1-BM1-Arh1-FId
PSMF2.1-BM1 — P
Sac1(1849) 9650 bp —_—
7765bp Arhl
Sph 1(1861)
Tet B. cereus Sac 1(3254)
Fld
Sac 1(3656)
Tet B. cereus Sph1(3746)
Amp E. coli Amp E. coli
XylR XylR
PxylA PxylA
Spe 1(572) Spe 1(572)
BM1 BM1
Miu 1(1833) Mhu 1(1833)
///Kpn 1(1843) Kpn1(1843)
pSMF2.1-BM1-Arh1-Fdx2 pSMF2.1-BM1-Arh1-Fdx3
9453bp — 9447bp N
Arhl Arhl
Tet B. cereus T sacl (3254) Tet B. cereus T Sacl (3254)
Fdx2 Fdx3
Not 1(3552) Not 1(3546)
Amp E. coli Amp E. coli
XylR
PxylA
Spe 1(572)
BM1
Mu T(1833)
Kpn1(1843)
pSMF2.1-BM1-Arh1-Fdx4
9444 bp —
Arhl
Tet B. cereus T sacl(334)
Fdx4
Not 1(3543)

Amp E. coli

Abb. 6.2 Expressionsplasmide zur rekombinanten Proteiresgion inB. megateriumFur
jedes Cytochrom P450 wurden funf verschiedene Rtkeskonstruiert wie exemplarisch flr
CYP106A1 dargestellt. Fur CYP109E1 und CYP109A2deurdiese Plasmide in analoger
Weise konstruiert, wobei CYP109E1 ulsgé und Kpnl und CYP109A2 UbeBpé und Mlul
kloniert wurden.

170



Anhang

6.3. Aminosauresequenzen

CYP106AT

MNKEVIPVTEIPKFQSRAEEFFPIQWYKEMLNNSPVYFHEETNTWNVFQYBVKQVLSDYEFF
SSDGQRTTIFVGDNSKKKSTSPITNLTNLDPPDHRKARSLLAAAFTHRSLKNWEPRIKQIAADL
VEAIQKNPTINIVDDLSSPFPSLVIADLFGVPVKDRYQFKKWVDILFQPYDQERLEEIEQEKQR
AGAEYFQYLYPIVIEKRSNLSDDIISDLIQAEFDGETFTDEEIVHATMLLLGAGVETTSHAIANM
FYSFLYDDKSLYSELRNNRELAPKAVEEMLRYRFHISRRDRTVKQDNELLG&/KLKKGDVVIA
WMSACNMDETMFENPFSVDIHRPTNKKHLTFGNGPHFCLGAPLARLEMKLEAFLEAFSHIE
PFEDFELEPHLTASATGQSLTYLPMTVYR

CYP109E1

MKTERENGIVRQVNTIQTKEERFNPFSWYEEMRNTAPVQWDEERQVWDVFHDGVKEVLE
QKNIFSSDRRPPQNQRQTALGTSLINIDPPKHAEMRALVNKAFTPKAMKAVEPKIARITNELL
QEVEHLEDIDIVEHLSYPLPVMVIADILGVPIEDQRQFKDWSDIIVAGPSNNERETLEKLQQEK
MKANDELETYFYRIEEKRTRPGDDIISVLLQAKEEGKQLTDEEIVGFSILLLIAGNETTTNLISN
TIYCLMEDKASFERLKREKELLPSGIEEVLRYRSPVQALHRIVKEDVTLAGKKLKAGEHVVPW
MGSAHRDAEYFEDPEVFKIDRKPNVHMAFGRGIHFCLGAPLARIEAKIMLAELIDRYPQMDW
SPSFELKPIESTFVYGLKELLIRKNV

CYP109A2

MEKKSFIYSRLKTLPSFTFKRKKEDEMNPKAVKRENRYANLIPMQEIKSVEQQLYPFDIYNSL
RQEAPIRYDESRNCWDVFDYETVKYILKNPSLFSSKRAMEERQESILMMDPKHTKLRNLVN
KAFTPRAIQHLEGHIEEIADYLLDEVSSKEKFDIVEDFAGPLPIIVIAELLGVPIQDRALFKKYSD
DLVSGAENNSDEAFAKMMQKRNEGVIFLQGYFKEIIAERQQNKQEDLISLLLEAEIDGEHLTE
EEVLGFCILLLVAGNETTTNLITNGVRYMTEDVDVQNEVRRDISLVPNLVEETLRYYPPIQAIG
RIAAEDVELGECKIKRGQQVISWAASANRDSAKFEWPDTFVVHRKTNPHVE&GFGIHFCLGAP
LARMEGKIAFTKLLEKGGFSKVQNQSLKPIDSPFVFGVKKYEIAFNNA

Flavodoxin (FId)

MKEILLAYASMSGNTEAIADLIEEELVKHGLHVKRAEVYDIDASDLVSAES IIFGAYTWGDGE
LPDDFLDLYDEMDDIDLSQKQMAVFGSGDSSYDVFCGAVDLIEEKIKRCNNIAVPGLKIELS
PFGEDIEKCKVFAKGFAEVVAKSAAS

Fdx1:

MPRVTVLGYGSFEVAKGKKLVLALEDNGINILHRCGGKAKCTTCRVEVLEGEYCDLTHAEK
NAYSESSIEDHLRLSCQIRVNEDITVRPILTVENSGREAGPRPAE

171



Anhang

Fdx2

MIMGKYTIVDKETCIACGACGAAAPDIYDYDDEGIAFVILDDNQGTAEVPQ ELEDDLIDAFEG
CPTESIRIADEKFDGDSNKFQ

Fdx

w

MPKYTIVDKDTCIACGACGAAAPDIYDYDDEGIAFVTLDDNQGVVEIPEDL EDDMMDAMEG
CPTDSIRVADEKFDGDANKFE

Fdx

N

MAFTMVDKETCIACGACGGSAPDLYDYDSEGLAYAVLDNNEGTKEVPEHQ(EMMEAYEG
CPTDSIKVAEQPFYGDATKFE

FdR1

MPIFLTVSFLEGNKMTNKKYEPLLQPFTFSNGIKLDNRVILAPMTNFSSNIDGTVSNAEVDYY
VRRSNGVSMVITACTYGTPNGKGFHGEFAADSDEMIPSLRRLATAIKDQGAKAVLQIFHGGR
MCPPELVPNGEVVSASAVAAEQEGAPVPRELTNEEIEGIIHDFGEMTRRAAGFDGVEIHGAN
NYLIQQFFSPHSNRREDKWGGSVEKRLTFPLAIVDEVKQAVSKHAKEPFLGYRFSPEEPETP
GITMADTLKLVDALAEKDLDYLHVSLMEFWSKPRRGVEDTRSRIEIIQERVGSRVPVMGVGSI
HTADEAAAALETGIPLLAIGRELIMDPDWVQKVKEGRENEIVTTLSKKDQE KLVIPDPLWQAV
INTPGWFPVED

FdR

N

MTTKLFSPYTVKDVTLKNRIVMSPMCMYSCEKEDGVITDFHMVHYTTRAVG QVGLIMVEAS
AVVPQGRISAQDLGIWNDEQRDGLTKLVTQLKENGAKTAIQLAHAGRKATV EGDIYAPSAIA
FDDKSKKPVEMTTEQIHETISAFKESARRSKEAGFDIIELHAAHGYLVHQRSPLSNKRSDEYG
GSAENRYRFLKEIEAVKTEWDGPLFVRVSASDYTEGGLTVDDHVAFAKWMKEQGVDLIDV
SSGALVHAPINVYPGYQVPFADKIKQQANIDTGAVGLITTGRQAEEILQSERADLIFVARELLR
DPYFPRTAAKELNETISAPVQYERGW

FdR

w

MKKRRSFCTIKLVIYFTKVEVENNVYKKYVSAFNLSFINRYPWEVDAMRSQESLQSIIQNFNE
VEKGLSNREAVEESNRCLYCYDAPCIQACPTGIDIPTFIKKIASGNLKGSATIMSSNPVGASCA
RVCPTDELCEGACVLNHSTKPIMIGDLQRYATDWAIQNEQVLFEKGKANGKKVAIVGGGPA
GLSAARELARFGYDVTIFEAEKQAGGLNTYGIVSFRLPQAISFWEVEQVKNDVKIKTNVRIG
EDILPSELLQSYDAVVLAIGMSKVPSLHVEGEELDGVYDAIDFVKKTKSEALSTEFVGKRVAV
IGAGNTAIDGATCSVRLGAENVQILYRRTREEMTAYDFEFEFAKQDGVEFRVLTAPIRIIGDEN
GKVSGIECVKMTLTDPDADGRRKPVPVEGSTFTIPVDAVVKAIGQERYLSLIQQFQLHHEDGV
VLINQETFQTSNPKVFACGDVIFGKGQGEAMVVTAAQQGKQTALNIHMQLTKETMETA
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6.4. NMR-Daten

Tab. 6.2 Strukturdaten zufFHydroxy-KBA und PB,150-Dihydroxy-KBA in CD;OD

7B-Hydroxy-KBA 7B,150-Dihydroxy-KBA
Oc Oy (Jin Hz) Oc oy (Jin Hz)
1 34.63 | 2.331dd(13.0, 4.0, 4.0)| 34.62 2.3ddd (13.0, 4.0, 4.0)
1.27m 1.31m
2 26.81 | 2.18n 28.06 2.231ddd(14.5, 14.5, 4.0, 3.0)
1.50m 1.50m
3 71.17 | 3.9@ld (3.0, 3.0) 71.12 3.9@d (3.0, 3.0)
4 47.94 | ----------m-- L e ———
5 46.40 | 1.5In 46.26 1.54m
6 30.83 | 2.00n 29.45 2.04d (13.5, 11.5)
1.84m 1.94ddd (13.5, 5.0, 2.0)
7 73.61 | 4.0dd(11.0, 4.5) 72.60 4.0dd (11.5, 5.0)
8 51.51 | -----m-mmem- 5198 | ------mmmememeeoe
9 61.94 | 2.46 62.14 2.44%
10 |38.54 | —-----mmomme - 38.83 | -
11 | 201.58| ---------mmmmmmemoeeeee- 200.58 | -
12 |131.03| 5.53 131.95 5.66
13 |168.30| -----------m-mmemmeeeee- 166.84 | ----—----ommme-
N I ——— 5247 | e
15 |31.85 | 2.14n 67.71 4.2'dd (12.0, 5.0)
1.64brd (9.5)
16 |28.77 | 2.13n 37.38 2.12n
0.99m 1.30m
R R R A R — 35.08 | oo
18 |61.44 | 1.5dd(11.5, 1.5) 61.49 1.6ad(11.5, 1.5)
19 [40.69 | 1.49n 40.43 0.9
20 |40.48 | 0.94n 40.53 1.48n
21 3182 | 1.43n 31.82 1.48n
1.32m 1.34m
22 |41.77 | 1.48n 41.53 1.54m
1.32m 1.36m
23 | 24.84 | 1.26(3H) 24.88 1.28 (3H)
R R Y I —— 180.57 | ----—--mmmmee-
25 ]13.83 | 1.15(3H) 13.87 1.14(3H)
26 |12.26 | 1.14(3H) 12.60 1.18 (3H)
27 |20.60 | 1.43(3H) 14.89 1.3% (3H)
28 |29.32 | 0.83(3H) 30.01 0.8% (3H)
29 |17.75 | 0.781(6.5; 3H) 17.77 0.88 (6.5; 3H)
30 [21.34 | 0.93(3H) 21.35 0.9 (3H)
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Tab. 6.3 Strukturdaten zu (4R)-4-Hydroxy-Isolongifolen-a-m CDCk

3¢ 3 (J in Hz)

N T T —

2 o —

3 54.42 | 1.96rs

4 70.30 | 4.3Drd (6.6)

5 40.16 | 1.8@dd(13.0, 6.6, 2.6)
1.73ddd(13.0, 2.1, 1.0)

6 Y T ——

7 YT P ——

8 49.81 | 2.30(16.2)
2.06dd (16.2, 0.8)

R e ———

10 |117.58 | 5.7Gs

11 | 32.82| 1.5%n

12 | 24.25| 1.1%(3H)

13 | 27.20| 1.08(3H)

14 | 25.28| 0.97v

15 | 25.90 | 1.06(3H)

Tab. 6.4 Strukturdaten zu (4R,5S,7R,11S)-11,12-Epoxy-Namk und (4R,5S,7R,11R)-
11,12-Epoxy-Nootkaton in CDgl

(4R,5S,7R,11S)-11,12-Epoxy- |(4R,5S,7R,11R)-11,12-Epoxy-
Nootkaton Nootkaton
Oc Oy (Jin HZ) Oc Oy (Jin HZ)
1 124.87 | 5.7drs 124.87 5.7%rs
2 199.50 | ----------mmmmmmm-- 19940 | e
3 42.01| 2.23n(2H) 42.01 2.23n (2H)
4 39.60| 1.60n 39.42 1.58n
5 39.01 | -—---mmmmmmmmme e 38.97 | -
6 40.43| 2.02n 40.74 1.90m
1.10m 1.00m
40.50| 1.99n 40.44 1.99n
8 28.79| 1.88n 28.37 1.9
1.22m 1.29m
9 32.43| 2.42n 32.38 2.42n
2.35m 2.35m
10 |168.80 | ----------=--mmmmmemme- 168.87 | -
11 58.91| --------mmmemmeeee] 59.13 | -
12 53.33| 2.56n 53.65 2.5
2.62m 2.63m
13 17.73| 1.22(3H) 18.04 1.24 (3H)
14 14.89| 0.96d (6.7; 3H) 14.89 0.94 d (6.7) 3H
15 16.74| 1.04(3H) 16.74 1.04 (3H)
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Tab. 6.5 Strukturdaten zu IBHydroxy-Testosteron und Androstendion in CRCI

16B-Hydroxy-Testosteron

Androstendion

Oc oy (Jin HZ) Oc Oy (Jin Hz)
1 35.63 | 2.0@dd(13.5,5.0,3.5) | 35.69 | 2.0aldd(13.5, 5.0, 3.2)
1.66ddd(14.0, 13.5, 5.0) 1.70m
2 33.88 | 2.38n 33.89 | 2.40n
2.31m 2.35m
3 R e —— R A e ——
4 123.84 | 5.7 124.15 | 5.73rs
5 R O e ——— I —
6 32.69 | 2.3Mm 32.55 | 2.42n
2.25m 2.31m
7 31.66 | 1.84n 30.74 | 1.96n
0.98m 1.11m
8 34.99 | 1.62n 35.15 | 1.72n
9 54.01 | 0.92n 53.82 | 0.9Wdd(12.5, 10.5, 4.0)
10 38.66 | -----------o-- K R T I —
11 20.32 | 1.5M™ 20.31 | 1.68n
1.43m 1.44m
12 37.01| 1.8™ 35.73 | 2.451dd(19.5, 9.0, 1.0)
1.08ddd(13.0, 13.0, 4.5) 2.09ddd(19.5, 9.0, 9.0)
13 L R R I — 47.49 -
14 46.96 | 0.78ldd(13.5,11.0,6.7)] 50.84 1.28
15 3491 | 2.20n 21.74 | 1.96n
1.28 ddd(13.5, 13.5, 5.0 1.56m
16 69.83 | 4.14idd(7.7, 7.7, 5.0) 31.27 1.8%1d(13.0, 4.0, 2.5)
1.27m
17 80.55 | 3.3%l(7.7) P I ———
18 11.83 | 0.83(3H) 13.69 | 0.9G (3H)
19 17.37 | 1.18(3H) 17.37 | 1.26(3H)
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Tab. 6.6 Strukturdaten zu 25-Hydroxy-Vitamin D3 in CRCI

Oc Oy (J in HZ)
1 31.92 | 2.36n
2.18m
2 36.40 | 1.96n
1.22m
3 69.21 | 3.92n
4 45,92 | 2.56ld (13.0, 4.0)
2.27dd (13.0, 7.5)
5 135.00 | ------mmmmmmmmmmmme e
6 122.45 | 6.24 (11.5)
7 117.51 | 6.0H(11.5)
8 142.89 | -
9 29.07 | 2.82n
1.51m
10 145.09 | -------mmmmmm-
11 22.24 | 1.48 (2H)
12 40.53 | 1.98n
1.29m
13 45.85 | --mmmmmmmmmme e
14 56.33 | 1.9%n
1.20m
15 20.82 | 1.4In
1.22m
16 27.67 | 1.86n
1.22m
17 56.53 | 1.28n
18 11.99 | 0.52
19 112.40 | 5.081(2.0)
4.80d (2.0)
20 35.16 | 1.5In
21 18.81 | 0.92 (6.5;3H)
22 36.10 | 1.38n
1.05m
23 23.56 | 1.65n
24 44.39 | 1.4%n
1.36m
25 71.15 | --—-mmmmmmmm e
26 29.20 | 1.2 (3H)
27 29.34 | 1.268(3H)
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