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Summary

In the last years, Cytochromes P450 have become more and more popular as biocatalysts due
to their ability to introduce molecular oxygen into non-activated C-H bonds. This work is
concerned with the characterization of the P450s CYP109D1, CYP260A1, CYP260B1,
CYP264A1 and CYP266A1 from Sorangium cellulosum So ce56. For this purpose, the P450s
were recombinantly expressed in E. coli and the purified enzymes were used to identify po-
tential substrates. In order to obtain sufficient quantities of product for structural characteriza-
tion, a universally applicable E. coli whole-cell system was established, in which the respec-
tive P450 was co-expressed with a heterologous redox system consisting of adrenodoxin
reductase and adrenodoxin. This system could be significantly enhanced by the exchange of
the badly expressable AdR by the E. coli own reductase (Fpr). With the first-time application
of M9CA medium the endogenous indole synthesis and its inhibitory effect on the P450 bio-
transformations could be suppressed. Using this whole-cell system; the products of the
CYP260A1 dependent biotransformations from 9 steroids could be isolated and characterized.
Interestingly, CYP260A1 was shown to act as a 1α-steroidhydroxylase. Thus, CYP260A1 is a
promising candidate for biotransformations aiming at the production of hitherto unknown
steroid derivatives.
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Zusammenfassung

Cytochrome P450 erfreuen sich in den letzten Jahren immer größerer Beliebtheit als Biokata-
lysatoren, da sie den Einbau von atomarem Sauerstoff in nicht aktivierte C-H-Bindungen ka-
talysieren. Die vorliegende Dissertation beschäftigt sich mit der Charakterisierung der P450
CYP109D1, CYP260A1, CYP260B1, CYP264A1 und CYP266A1 aus S. cellulosum So ce56.
Hierfür wurden die P450 in E. coli rekombinant exprimiert und mögliche Substrate wurden
mit den gereinigten Enzymen identifiziert. Um für die anschließende Produktcharakterisie-
rung ausreichende Produktmengen herzustellen, wurde ein universell einsetzbares E. coli
Ganzzellsystem etabliert, bei dem das jeweilige P450 mit einem heterologen Redoxsystem,
bestehend aus Adrenodoxinreduktase (AdR) und Adrenodoxin (Adx), coexprimiert wurde.
Dieses System konnte durch den Austausch der schwer exprimierbaren AdR durch die E. coli
eigene Reduktase (Fpr) entscheidend optimiert werden. Gleichzeitig wurde durch den erstma-
ligen Einsatz des M9CA-Mediums die endogene Bildung von Indol und die daraus resultie-
rende Inhibition der P450 Biotransformationen verhindert. Mit dem CYP260A1-abhängigen
Ganzzellsystem wurden 9 Steroide erfolgreich umgesetzt und die Produkte anschließend iso-
liert und charakterisiert. Interessanterweise stellte sich heraus, dass es sich bei CYP260A1 um
die erste beschriebene 1α-Steroidhydroxylase handelt, mit der es möglich ist, bislang noch
nicht bekannte Steroidderivate herzustellen.
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1 Einleitung

1.1 Enzyme in der Biokatalyse

Von Biokatalyse spricht man, wenn man Enzyme und Mikroben in der synthetischen Chemie
anwendet und Enzyme für Zwecke gebraucht, für die sie sich eigentlich nicht entwickelt ha-
ben (Bornscheuer et al. 2012). Als Pionierarbeit der Biokatalyse sind wohl die Versuche von
Louis Pasteur um 1857 zur Gärung von Lactat, Alkoholen und der späteren Entdeckung der
Racematspaltung von Weinsäure durch die Fermentation mit dem Schimmelpilz Penicllinum
glaucum zu nennen (Gal 2008, Wohlgemuth 2010). Neben der Erforschung der Gärprozesse
kam es dann Anfang des 19. Jahrhunderts zu einem größeren Interesse von Wissenschaftlern,
chemische Transformationen mit Hilfe von lebenden Zellen (Biotransformationen) durchzu-
führen, wie die Herstellung von chiralen Cyanhydrinen aus Benzaldehyd und Blausäure
(Rosenthaler 1908) oder diverser mikrobieller Umsetzungen von Steroiden insbesondere zur
Herstellung der entzündungshemmenden Glucocorticoide (Sedlaczek & Smith 1988). Nichts-
destotrotz erfreute sich die Anwendung von Enzymen in der Herstellung von organischen
Molekülen bis 1970 keiner großen Beliebtheit (Roberts et al. 2007). Die mit der Gentechnik
einhergehende Möglichkeit, die Enzyme rekombinant in Expressionssystemen wie Escheri-
chia coli herzustellen (Tao & Xu 2009) und auch durch erstes strukturbasiertes Proteindesign
die enzymatischen Anwendungen zu verbessern bzw. zu erweitern, führte in den 1980er und
1990er Jahren zu einem gesteigerten Interesse der pharmazeutischen und chemischen Indust-
rie an Biokatalysen, speziell zur Herstellung chiraler Moleküle (Bornscheuer et al. 2012).
Hinzu kam die Erkenntnis, dass Enzyme neben ihren natürlichen Substraten auch ein breites
Spektrum anderer Verbindungen akzeptieren (Koeller & Wong 2001). Die kürzlich von Born-
scheuer deklarierte dritte und momentan noch andauernde Phase der Biokatalysatoren ist zeit-
lich nicht direkt von der zweiten Phase zu trennen und startete mit den Arbeiten zur „gerichte-
ten Evolution“ (engl.: Directed evolution) (Chen & Arnold 1993, Stemmer 1994), das heißt
der Evolution der Enzyme durch molekularbiologische Methoden im Reagenzglas. Der dahin-
ter stehende Gedanke ist, dass sich Enzyme bzw. ganze Organismen gemäß der Evolutions-
theorie Darwins über Jahrmillionen an ihre natürlichen Aufgaben optimal angepasst haben,
jedoch oftmals nicht für industrielle Anwendungen verwendbar sind. Die „gerichtete Evoluti-
on“ machte bzw. macht es nun möglich, in kürzester Zeit eine Vielzahl von verschiedenen
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Biokatalysatoren herzustellen und sie individuell an eine gewünschte industrielle Anwendung
anzupassen (Arnold 2001).
Die Nachfrage nach Enzymen und somit biokatalytischen Prozessen ist bis heute ungebrochen
und erfreut sich eines stetigen Wachstums. Der Anfang dieser Entwicklung beginnt mit der
wachsenden Nachfrage nach umweltfreundlicheren und ökonomischen Prozessen auch im
Hinblick auf den Einsatz erneuerbarer Quellen für Energie und chemische Ausgangsmateria-
lien und dem damit zusammenhängenden Umdenken der Gesellschaft. Dieses Denken beein-
flusste auch die Chemie am Anfang der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts, als der Begriff
der Atomökonomie für chemische Synthesen aufkam. Dabei sollten Synthesen entwickelt
werden, die fast alle an der Reaktion beteiligten Atome in das Endprodukt einbinden (Trost
1991). Später wurde dieser Begriff in der Pharmazie mit den Leitbildern der sogenannten
„Grünen Chemie“ verknüpft. Diese beinhaltet 12 Anforderungen an neue Verfahren: Verhin-
derung von Abfall, Atomökonomie, weniger giftige Synthesen, sicherere Produkte, sicherere
Lösungsmittel, höhere Energieeffizienz, erneuerbare Rohstoffe, Verhinderung von Derivati-
sierungsschritten, katalytische Reagenzien, Abbaubarkeit der Produkte, direkte Analysen zur
Schadstoffreduktion und sicherere Verfahren zur Verhinderung von Unfällen (Anastas &
Eghbali 2010). Biokatalysen erfüllen eine Vielzahl dieser Anforderungen dadurch, dass sie
unter milden Reaktionsbedingungen (physiologischer pH, geringe Temperatur, Wasser als
Reaktionsmedium) ablaufen, umweltfreundliche Katalysatoren aus erneuerbaren Rohstoffen
(Enzyme oder Zellen) sind und ihre Reaktionen chemo-, regio- und stereoselektiv katalysie-
ren. Zusätzlich benötigen Biokatalysatoren keine Aktivierung funktioneller Gruppen und
vermeiden außerdem die in traditionellen organischen Synthesen  oftmals unerlässlichen
Schützung- und Entschützungsschritte. Diese Eigenschaften führen zu kürzeren Prozessen, die
weniger Abfall produzieren, und somit ökologischer und ökonomischer sind (Muñoz Solano
et al. 2012). Um in Zukunft wirklich das gesamte Potential der Biokatalyse bei der Entwick-
lung von grünen Prozessen auszuschöpfen, ist es wichtig, diese strategisch in die Synthese,
schon auf der Ebene der Retrosynthese, zu integrieren (Tao & Xu 2009).
2007 waren mehr als 3000 verschiedene Enzyme bekannt, von denen ca. hundert kommerziell
erhältlich sind (Hudlicky & Reed 2009). Diese werden in 6 Enzymklassen anhand ihrer kata-
lysierten Reaktionen eingeteilt (siehe Tab. 1.1). Von allen Klassen sind bislang Anwendungen
als Biokatalysatoren beschrieben, dabei stehen bzw. standen vor allem die Hydrolasen im In-
teresse der Forschung. Etwa zwei Drittel der gesamten Forschung und Anwendung im Be-
reich der Biotransformationen beschäftigen sich mit dieser großen Enzymklasse (Faber &
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Kroutil 2005) (siehe Abb. 1.1). Hydrolasen katalysieren die Bildung bzw. Spaltung von Estern
und Amiden und ihr Vorteil gegenüber anderen Enzymen besteht in ihrer hohen Aktivität so-
wohl in Wasser als auch in nicht wässrigem Milieu. Außerdem sind sie sehr leicht zu verwen-
den, da sie keine Cofaktoren für ihre katalytische Aktivität benötigen und sich durch geringe
Substratspezifität bei hoher Selektivität auszeichnen (Muñoz Solano et al. 2012).

Tab. 1.1: Enzymklassen und ihre katalysierten Reaktionen.
Enzyme Reaktionen

Hydrolasen Hydrolyse von Estern, Peptiden, Glyceriden
Transferasen Transfer von Acyl-, Phosphoryl-, Glycosyl- oder Aminogruppen
Lyasen Spaltung verschiedener Bindungen
Isomerasen Isomerisierung von Olefinen, Racemisierungen
Ligasen Bildung von C-C, C-O, C-N, C-S und Phosphorylbindungen
Oxidoreduktasen Oxidation oder Reduktionsreaktionen

Abb. 1.1: Prozentuale Verteilung der Enzymklassen nach ihrer industriellen Anwendung
(Faber 2011) basierend auf veröffentlichten Daten (Fernández-Arrojo et al. 2010).

Das verbleibende Drittel der Forschungsaktivitäten bzw. Anwendungen beschäftigt sich mit
den 5 anderen Enzymklassen den Transferasen, Isomerasen, Lyasen, Ligasen und Oxidore-
duktasen. Diese benötigen oftmals Cofaktoren für ihre Reaktionen, was ihren Einsatz als Bio-
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katalysatoren stark beschränkt, da ein Recycling der Cofaktoren oftmals zu aufwendig oder
die Prozesse nicht rentabel sind. Ligasen und Isomerasen spielen als Biokatalysatoren nur eine
geringe Rolle und werden nur in speziellen Fällen angewendet (Wohlgemuth 2010). Ein Bei-
spiel hierfür ist die Anwendung der Xyloseisomerase zur Umwandlung von Glucose zu der
süßeren Fructose, welche eine der größten enzym-katalysierten Prozesse darstellt (Marschall
et al. 1957, Roberts et al. 2007) Transferasen werden vor allem genutzt, um Zuckermoleküle
auf Zuckerpolymere oder Peptide zu übertragen und diese somit biologisch aktiv zu machen.
Lyasen werden zur Addition von Blausäure an Carbonylgruppen und zur Addition von Wasser
und Ammoniak an Doppelbindungen zur Bildung chiraler Synthesevorstufen mit 100% A-
tomökonomie genutzt (Faber 2011). Die zweitgrößte Anwendung erfährt die Enzymklasse der
Oxidoreduktasen. Diese spaltet sich in 3 Gruppen: die Dehydrogenasen, Monooxygenasen
und Oxidasen. Während die Dehydrogenasen jetzt schon sehr gut als Biokatalysatoren ein-
setzbar sind, steigt die Bedeutung der Gruppe der Monooxygenasen als Biokatalysatoren für
Baeyer-Villiger-Oxidationen oder für selektive Oxidationen von inaktiven C-H- Bindungen in
der Forschung und Industrie stetig. Eine sehr interessante Enzymfamilie aus der Gruppe der
Monooxygenasen sind die Cytochrome P450, die im Fokus der hier behandelten Doktorarbeit
stehen und daher in den folgenden Kapiteln näher in Augenschein genommen werden.



Einleitung

5

1.2 Cytochrome P450

1.2.1 Geschichte und Nomenklatur

Der Name P450 in Zusammenhang mit Cytochromen erscheint erstmals in den 60er Jahren
des letzten Jahrhunderts in der Literatur, wobei die Isolierung dieser Enzyme aus Tierleber
bereits 1958 gelang. Damals isolierten Klingenberg und Garfinkel unabhängig voneinander
ein CO-bindendes Pigment aus Lebermikrosomen von Ratten (Klingenberg 1958) bzw.
Schweinen (Garfinkel 1958). Die Besonderheit dabei war die Absorption des Pigments bei
450 nm unter Benutzung von Reduktionsmitteln, wie Dithionit. Beide Forscher vermuteten,
dass das Pigment ein Metall bzw. eine Hämgruppe beinhalten musste, wobei sich die Absorp-
tionsbande im reduzierten CO-Spektrum von 450 nm von den bis dahin bekannten Hämpro-
teinen unterschied, welche ein Absorptionsmaximum bei 420 nm zeigten. Diese Theorie wur-
de durch weitere Experimente von Omura und Sato bestätigt und in einer „short
communication“ 1962 veröffentlicht. Sie konnten beweisen, dass es sich bei dem Pigment 450
(P450) wirklich um ein neues Hämprotein (Cytochrom) in der Leber handelt (Omura & Sato
1962). Diese Entdeckung sorgte aber erst 1964 für Aufsehen als Omura und Sato  ihre detail-
lierten Untersuchungen an den Cytochromen P450 veröffentlichten (Omura & Sato 1964a,
Omura & Sato 1964b). Die Funktion der CYPs als Monooxygenasen konnte ebenfalls im
gleichen Jahrzehnt aufgeklärt werden. Hierzu trugen hauptsächlich die Arbeiten von
Estabrook und seinen Mitarbeitern bei, die Schritt für Schritt die membranständigen P450 und
ihre zugehörigen Redoxpartner aus mikrosomalen Fraktionen der Leber aber auch aus mito-
chondrialen Fraktionen der Nebennieren isolierten (Estabrook 2003, Estabrook et al. 1963).
Das erste lösliche, bakterielle P450, wurde von Gunsalus und Mitarbeitern gefunden. Es han-
delte sich um das Kampfer metabolisierende P450cam aus dem Bakterium Pseudomonas pu-
tida (Gunsalus & Sligar 1976, Tyson et al. 1972). Das Interesse an diesem „Pigment 450“,
welches eine große bzw. die größte Enzymfamilie (Gensuperfamilie) bildet, das in allen Or-
ganismen, Tiere, Pflanzen, Bakterien und sogar in Archaeen zu finden ist, steigerte sich zuse-
hends. Diese Biodiversität führte zu einer einheitlichen Nomenklatur der P450s, die im Ge-
gensatz zu anderen Enzymen nicht auf ihren Eigenschaften sondern auf Homologien in der
Gensequenz beruht (Nebert et al. 1987). Der Name setzt sich aus dem Kürzel CYP, für Cy-
tochrom P450, einer Zahl, die die Enzymfamilie angibt, einem Buchstaben, der die Subfami-
lie und einer weiteren Zahl für das individuelle Enzym zusammen. Die Mitglieder einer CYP-
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Familie haben dabei untereinander eine von mindestens 40% und die der Subfamilien von
mehr als 55%. Aufgrund des Zeitpunktes dieser Festlegung und dem dabei verwendeten Algo-
rithmus zur Berechnung der Homologie, erscheint diese Einteilung heute durch die extreme
Entwicklung von neuen Algorithmen in der Bioinformatik, wie ClustalW (Larkin et al. 2007),
und der steigenden Anzahl von veröffentlichten Genomen oftmals veraltet. Nichtsdestotrotz
wurden die Arbeiten von damals weitergeführt (Nebert et al. 1991, Nelson et al. 1993, Nelson
et al. 1996) und mündeten in der Zusammenstellung aller benannter Cytochrome P450 in der
im Internet frei verfügbaren P450-Datenbank (http://drnelson.uthsc.edu/Cytochrome
P450.html) von Nelson (Nelson 2009). Diese umfasste Ende 2010 12.456 verschieden Enzy-
me aus allen biologischen Reichen (Nelson 2011). Die Anzahl der P450s im Genom des ein-
zelnen Organismus schwankt dabei beträchtlich. Das menschliche Genom besitzt 57, das Bak-
terium Mycobacterium tuberculosis 20, die Modelpflanze Aradopsis thaliana 272 und die
Nutzpflanze Reis sogar 457 individuelle P450 Gene (Ortiz de Montellano 2010), dahingegen
besitzt die Bäckerhefe Sacharomyces cerevisiae nur 3 Gene und das Darmbakterium Escheri-
chia coli sogar gar keine P450s. Daraus kann man erkennen, dass die Cytochrome P450 keine
Notwendigkeit für einen lebenden Organismus darstellen, aber einen evolutionären Vorteil
bilden, da sie in allen komplexeren Organismen vorkommen.

1.2.2 Aufbau und Struktur

Trotz ihrer Biodiversität und ihrer geringen Sequenzidentitäten von oft weniger als 20% zwi-
schen einzelnen Familien (Graham & Peterson 1999) haben alle Cytochrome P450 Gemein-
samkeiten in ihrer Proteinsequenz und sogar in ihrer Tertiärstruktur. Wie schon erwähnt und
es der Name auch besagt, handelt es sich bei allen Cytochromen P450 um Hämproteine. Im
Gegensatz zu anderen Hämproteinen bindet das Eisen neben dem Protoporphyrin IX Ring als
fünften Liganden aber nicht Histidin sondern ein Thiolatanion eines Cysteinrestes (Sono et al.
1996). Dies führt zu der schon beschriebenen für P450 charakteristischen Absorption bei 450
nm im reduzierten Eisen-CO-Komplex (siehe Abb. 1.2).
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Abb. 1.2: P450-Hämring im reduzierten Eisen-CO-Komplex mit dem typischen axialen Thio-
latliganden und dem daraus resultierenden UV/Vis-Spektrum mit dem Absorptionsmaximum
bei 450 nm.

Das Cystein ist einer der drei total konservierten Aminosäurereste in der Aminosäuresequenz
von P450s und ist Bestandteil des Hämbindemotivs FxxGx(H/R)xCxG. (Denisov et al. 2005).
Zwei weitere Aminosäuren können in allen P450-Strukturen gefunden werden, das Glutamat
und das Arginin des ExxR-Motifs. Neben der Primärstruktur ist aber vor allem die Sekundär-
struktur (siehe Abb. 1.3) und die daraus resultierende Tertiärstruktur bzw. Faltung bei allen
P450 stark konserviert und bildet so genannte strukturell konservierte Regionen (SCR; engl.
structurally conserved region) (Sirim et al. 2010). Diese sind hauptsächlich verantwortlich für
die einheitliche Struktur und die Bindung des Häms der Cytochrome P450. Die Sekundär-
struktur besteht aus 12-14 α-Helices. Die 12 Haupthelices sind alphabetisch von A-L benannt.
Hierbei bilden die Helices D, L, I und E  ein Vier-Helix-Bündel, das zusammen mit den Heli-
ces J und K (beinhaltet das ExxR-Motiv) die hämbindende Kernstruktur ausmachen (siehe
Abb. 1.4)(Mestres 2005). Die lange I-Helix verläuft nahe zum Häm und beinhaltet die dritte
stark konservierte Konsensussequenz (A/G)Gx(E/D)T. Das Threonin spielt dabei für die Ak-
tivierung des molekularen Sauerstoffs während der Katalyse der Cytochrome P450 eine ent-
scheidende Rolle. Dennoch gibt es auch hier Variationen von Enzym zu Enzym, sogar das
Threonin ist nicht in allen P450 zu finden, wie das Beispiel P450eryF (CYP107A1) (Poulos &
Johnson 2005) zeigt. Je näher die Sekundärstrukturen am Häm liegen, desto mehr sind diese
auch strukturell konserviert.
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Abb. 1.3: Allgemeine Sekundärstruktur von Cytochromen P450 mit den α-Helices und β-
Faltblättern (engl.: sheet). Strukturell konservierte Regionen SCR sind rot unterlegt und die
Substraterkennungsstellen SRS sind mit gelben Kreisen markiert. Die Abbildung wurde aus
der Publikation von Sirim et al. entnommen (Sirim et al. 2010).

Daneben gibt es aber auch eine Vielzahl von sehr variablen Regionen, wie z.B. die β-
Faltblattdomänen (siehe Abb. 1.4), die an der Substratbindung und an dem Substratzugang
zum aktiven Zentrum beteiligt sind. Diese so genannten Substraterkennungsstellen (SRS:
engl. substrate recognition sites) wurden erstmals für die CYP2-Familie beschrieben und sind
für die Substratspezifität verantwortlich (Gotoh 1992). Die SRS1 liegt in der stark variablen
Region der B-C-Schleife zwischen B- und C-Helix. Die SRS2 befindet sich am C-terminalen
Ende der F-Helix, der sich räumlich nahe die SRS3 anschließt, nämlich am N-terminalen En-
de der G-Helix. Die SRS4 ist am N-terminalen Ende der I-Helix zu finden. Die beiden letzten
Regionen befinden sich in β-Faltblättern, die SRS5 im Faltblatt 1-4 und die SRS 6 im Faltblatt
4-1.
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Abb. 1.4: Kristallstruktur von CYP107E1 (PDB-ID: 2Y5N) mit den α-Helices in grün, den β-
Faltblättern in blau, dem Hämring in braun (Eisen in rot), dem Cystein in schwarz (Schwefel
in gelb).

1.2.3 Katalyse: Reaktionen und Mechanismus

Wie schon ganz am Anfang in Kapitel 1.1 erwähnt handelt es sich bei den Cytochromen P450
um Oxygenasen der Oxidoreduktasegruppe, genauer gesagt um Monooxygenasen. Sie über-
tragen ein Sauerstoffatom von molekularem Sauerstoff auf ihr Substrat, wobei das andere
Sauerstoffatom zu Wasser reduziert wird. Hierfür sind Elektronen notwendig, die sie von ex-
ternen Elektronendonatoren erhalten. Man spricht deshalb von externen Monooxygenasen. Sie
sind an einer Vielzahl von Reaktionen beteiligt. Die Hauptreaktion ist dabei die Hydroxylie-
rung von Kohlenstoffatomen (siehe Abb. 1.5 A). Diese Reaktion ist mechanistisch sehr gut
verstanden und bildet oftmals die Grundlage für weitere Reaktionen im aktiven Zentrum, wie
z.B. Dehydrierungen. Vier weitere Reaktionen sind ebenfalls sehr häufig und deshalb auch
mechanistisch bekannt. Es handelt sich um Oxidationen von Heteroatomen (meist Stickstoff),
Heteroatomabspaltungen, Epoxidierungen und Oxidationen von Olefinen, Acetylenen und
Aromaten. Des Weiteren gibt es noch mehr als 20 weitere Reaktionen. Eine Übersicht über
die wichtigsten gibt die Tab. 1.2 wieder (Guengerich 2001, Isin & Guengerich 2007, Ortiz de
Montellano & Voss 2005, Sono et al. 1996).
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Tab. 1.2: Übersicht über die typischen und untypischen Reaktionen, die von Cytochromen
P450 katalysiert werden.

Cytochrome P450 katalysierte Reaktionen
typische untypische

Hydroxylierung von Kohlenwasser-
stoffen
Oxidation von Heteroatomen
Heteroatomabspaltung
Epoxidierung
Oxidationen von Olefinen, Acetylenen

      und Aromaten

Dehydrierung
Dehalogenierung
C-C-Bindungsspaltung
Reduktion von Stickstoffoxiden
oxidative Esterspaltung
Oxidation von Alkoholen und Alde-
hyden
Lactonisierung
C-C oder C-N Kupplung
Isomerisierung
Ringbildung
Baeyer-Villiger-Oxidationen

Wegen dieser Vielfalt an katalysierten Reaktionen zeigen die Cytochrome P450 beim Betrach-
ten der Endprodukte oftmals eher die Eigenschaften von anderen Enzymen wie Lyasen, Liga-
sen, Isomerasen, Transferasen und Reduktasen. Trotzdem vereint die Katalyse von Cytochro-
men P450 ein entscheidender Schritt, die Aktivierung von molekularem Sauerstoff durch
schrittweise Reduktion. Dieser Katalysezyklus wurde erstmals im Zuge der Erforschung des
P450cam und der mitochondrialen Enzyme schon in den der 60er und 70er Jahren des letzten
Jahrhunderts postuliert (Estabrook et al. 1971, Katagiri et al. 1968). Heutzutage geht man von
einem Zyklus aus, der 8 Schritte enthält (siehe Abb. 1.5 B) (Denisov et al. 2005). Diese
Schritte wurden mittels Analyse von Kristallstrukturen sowie zahlreichen spektroskopischen
Methoden wie EPR-, Mössbauer-, EXAFS-, Raman-, NMR- MCD- und UV/Vis-
Spektroskopie aufgeklärt (Isin & Guengerich 2007, Luthra et al. 2011).
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Abb. 1.5: A) Allgemeine Reaktionsgleichung für Cytochrome P450; B) Katalysezyklus der
Cytochrome P450, gezeigt am aktiven Zentrum mit dem Hämeisen. Die Reaktionen des Zyk-
lus sind in schwarz dargestellt, Nebenreaktionen in grau.

Das zentrale Eisen(III)kation der Cytochrome P450 bindet distal an die 4 Stickstoffatome der
Hämgruppe und proximal an die Thiolatgruppe des Proteins. Als sechster Ligand befindet sich
trans zu jenem Thiolat in wässriger Lösung ein Wassermolekül (1). Durch die Bindung eines
hydrophoben Moleküls wie z.B. dem Substrat im aktiven Zentrum wird dieses Wasser ver-
drängt und das Ligandenfeld des Eisens ändert sich von oktaedrisch in quadratisch pyramidal,
wobei die d-Elektronen des Eisens vom low-spin zum high-spin Zustand wechseln (2). Dieser
Wechsel kann spektroskopisch durch eine Verschiebung der 420 nm Absorptionsbande des
Eisen(III) zu geringeren Wellenlängen beobachtete werden, ein sogenannter TypI-Shift. Durch
die Spinänderung ist das Redoxpotential des Hämeisens erheblich herabgesetzt und es kann
im folgenden Schritt durch ein Elektron reduziert werden (3). Molekularer Sauerstoff und
auch Kohlenstoffmonoxid (vgl. Hämoglobin) sind sehr gute Liganden für Fe2+-Hämgruppen,
woraus sich auch die Stabilität des reduzierten Eisen-CO-Komplexes der Cytochrome P450
mit seiner Absorption bei 450 nm begründet. Im Katalysezyklus bindet Sauerstoff als ein Ei-
sen(II)-Sauerstoff-Komplex (4), der wiederum durch ein Elektron zum Eisen (III)-Peroxid-
Komplex reduziert wird (5). Dieser Schritt ist häufig langsam und somit limitierend für die
Reaktionsgeschwindigkeit der Cytochrome P450. Nun folgt eine Protonierung des Peroxids
zum Hydroperoxid (6), welches im folgenden Schritt Wasser abspaltet. Es bildet sich ein
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hochreaktiver Oxo-Eisen(IV)-Komplex (7). Diese so genannte „compound I“ ist zwar schon
lange postuliert, konnte aber erst vor 2 Jahren bewiesen werden (Rittle & Green 2010). Auf-
grund ihrer hohen Reaktivität kann diese Verbindung das Substrat angreifen und ist somit für
den Sauerstofftransfer auf selbiges verantwortlich. Bei diesem Zyklus gibt es aber auch Ne-
benreaktionen, die die Oxidation des Substrates verhindern. Zum einen ist da die Autooxidati-
on des Eisen(II)-Sauerstoff-Komplexes (4) zum oxidierten Eisen(III)-Zustand (2) zu nennen.
Eine andere reversible Nebenreaktion ist der so genannte „Peroxid-shunt“, wobei der Hydro-
peroxid-Komplex (6) Wasserstoffperoxid abspaltet bzw. der oxidierte Eisen(III)-Zustand Was-
serstoffperoxid aufnimmt. Die letztmögliche Nebenreaktion findet auf der Stufe „compound
I“ statt. Hier wird durch eine weitere Reduktion der Sauerstoff zu Wasser reduziert und ab-
gespalten, es entsteht wieder der Eisen(III)-Zustand (2).



Einleitung

13

1.3 Cytochrome P450 als Biokatalysatoren und ihre Heraus-
forderungen

Im letzten Kapitel wurde gezeigt, dass Cytochrome P450 eine sehr große Proteinfamilie dar-
stellen, die man aus verschiedenen Organismen isolieren kann. Darüber hinaus katalysieren
sie eine Vielzahl von interessanten Reaktionen. Vor allem die selektive Einführung einer OH-
Gruppe ist dabei von hohem Interesse, da diese Reaktion chemisch meist nicht möglich ist
oder viele Zwischenstufen benötigt. Durch diese Einführung einer funktionellen Gruppe wird
oftmals eine weitere Synthese erst möglich, wie zum Beispiel die Herstellung von Artemisin-
säure durch CYP71AV exprimierende Hefezellen (Ro et al. 2006), die als Ausgangsstoff für
die Produktion des Antimalariawirkstoffs Artemisinin dienen. Die zusätzlich eingeführte
Hydroxylgruppe kann auch zu einer höheren pharmakologischen Wirkung führen, wie bei
dem HMG-CoA Reduktaseinhibitor Pravastatin (Watanabe et al. 1995). Eine logische
Schlussfolgerung wäre, dass sich die P450 einer breiten Anwendung in der Industrie erfreuen.
Die Realität sieht aber anders aus. Obwohl es sich bei fast einem Viertel der in der Industrie
angewandten Biokatalysatoren um Oxidoreduktasen handelt (siehe Abb. 1.1)(Faber 2011),
finden nur wenige von Cytochromen P450 katalysierte Reaktionen als großtechnische Prozes-
se Anwendung (siehe Tab. 1.3). Der Grund hierfür ist, dass Cytochrome P450 als Biokatalysa-
toren die von den Herstellern für Feinchemikalien gewünschten Ausbeuten von 1g/l bei einer
Raumzeitausbeute von 0,1g/l/h nicht erreichen. Abhängig von der Wertsteigerung zwischen
Substrat und Produkt sind aber auch schon geringere Ausbeuten, wie sie die pharmazeutische
Industrie benötigt, von 0,1 g/l bei einer Raumzeitausbeute von 0,001 g/l/h von Interesse, wo-
bei diese in der Literatur meist nicht angegeben sind oder noch untersucht werden. Ein promi-
nentes Beispiel ist hierfür die Hydroxylierung von Vitamin D3 zu seinen bioaktiven Metaboli-
ten 25α-Hydroxyvitamin D3 und 1α,25α-Dihydroxyvitamin D3 (Sakaki 2012). Weitere
Beispiele und eine Übersicht sind in Tab. 1.3 gegeben. Des Weiteren werden in der Pharmain-
dustrie schon die humanen Cytochrome P450 aus der Leber in Ganzzellsystemen eingesetzt,
um den Abbau und die dabei entstehenden Metabolite von Arzneistoffen besser zu charakteri-
sieren (Hanlon et al. 2007). Auch für die Synthese von bioaktiven Naturstoffen erfreuen sich
die Cytochrome P450 großer Beliebtheit, da sie oftmals den entscheidenden Schritt in der
Biosynthese katalysieren. Auch hier ist wie kürzlich gezeigt (Podust & Sherman 2012) eine
Vielzahl von Anwendungen möglich. Eine weitere und immer größer werdende Anwendung
finden Cytochrome P450 auch im Bereich der Dekontamination von Gewässern und Böden.
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Ein Hauptabfallprodukt bei Industrieprozessen sind polyaromatische Kohlenwasserstoffe und
polychlorierte Biphenyle. Diese können von einigen P450, vor allem der CYP1A Familie me-
tabolisiert werden (Kumar 2010) und es sind auch schon Biodegradationen mit P450 expri-
mierenden Zellen bekannt (Sakaki et al. 2002, Shinkyo et al. 2006).

Tab. 1.3: Übersicht über großtechnische und interessante Anwendungen von Cytochromen
P450 als Biokatalysatoren.

Reaktion Biokatalysator
Expressionswirt Ausbeute Literatur

Großtechnische Anwendungen
n-Tridekan
Tridekansäure

CYP52A1
C. tropicalis

166 g/l (Julsing et al. 2008)
Compactin

Pravastatin
CYP105A3

S. carbophilus
1 g/l (Julsing et al. 2008)

Simvastatin
6β-Hydroxymethylsimvastatin

unbekanntes P450
N. autotropica *

0,8 g/l (Julsing et al. 2008)
Amorpha-1,4-dien

Artemisinsäure
CYP71AV

S. cerevisiae
0,12 g/l (Julsing et al. 2008)

11-Deoxycortisol
Cortisol

P450lun
C. lunata *

/ (Julsing et al. 2008)
Biotechnologisch interessante Anwendungen

Vitamin D3
25 α-Hydroxyvitamin bzw.

1α,25α-Dihydroxyvitamin D3

CYP107
oder

CYP105A1 Mutante
S. lividans

/
0,008 g/l

bzw. 0,002
g/l

(Yasutake et al. 2010)
(Hayashi et al. 2010)

Progesteron
11α-Progesteron

CYP106A2 Mutante
E. coli

0,012 g/l (Nguyen et al. 2012)
Amorpha-1,4-dien

Artemisin-11,12-epoxid
CYP102A1 Mutante

E. coli
0,25 g/l (Dietrich et al. 2009)

Valencen
Nootkaton

CYP109B1
E. coli

0,12 g/l (Girhard et al. 2009)
Endogene Steroide

Cortisol
CYP11A1, CYP17,

CYP21
S. cerevisiae

0,011 g/l (Szczebara et al. 2003)

Indol
Indigo

CYP2 Familie
E. coli
oder

CYP102 Mutante
E. coli

/

0,76 g/l

(Gillam & Guengerich
2001)

(Lu & Mei 2007)
L-Limonen

(-)-Perryl Alkohol
CYP153
P. putida

6,8 g/l (van Beilen et al.
2005)

Hydroxylierung von
Alkanen und Fettsäuren

CYP102A1
und Mutanten

/ (Whitehouse et al.
2012)

* nicht rekombinat exprimierendes System
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Die Frage stellt sich nun, warum die Cytochrome P450 als Biokatalysatoren gegenüber ande-
ren Enzymen so schwer anwendbar sind, obwohl sie ein so großes Potential besitzen. Dies
liegt an verschiedenen limitierenden Faktoren wie der Substratspezifität, der Aktivität, der
Lösemitteltoleranz, der Stabilität und der im Folgenden besprochenen Notwendigkeit von
NAD(P)H und den Redoxpartnern. Diese Probleme tauchen auch bei anderen Enzymsystemen
auf und werden heutzutage mittels „protein engineering“ versucht zu lösen (Bernhardt 2006,
O'Reilly et al. 2011). In den folgenden Abschnitten soll das Hauptaugenmerk auf die für Cy-
tochrome P450 speziellen Herausforderungen der Redoxpartner in Abhängigkeit von Redoxy-
systemen und der Etablierung von Ganzzellsystemen gelegt werden.

1.3.1 NAD(P)H und Redoxpartner

Als externe Monooxygenasen benötigen Cytochrome P450, wie schon zuvor beschrieben,
Elektronen von einem externen Elektronendonor. Meist handelt es sich bei diesen um die Re-
duktionsmittel NADH bzw. NADPH. Diese werden im Organismus gebildet und stetig rege-
neriert. Bei zellfreien Biotransformationen stellen sie wie alle enzymatischen Cofaktoren ei-
nen hohen Kostenfaktor und damit eine Limitierung der Anwendbarkeit der Biokatalysen dar
(Chefson & Auclair 2006). Wie schon für andere Oxygenasen beschrieben, existiert eine Viel-
zahl von verschiedenen Möglichkeiten, diese Cofaktoren durch elektrochemische Verfahren
oder Chemikalien zu ersetzen oder intelligente und kostengünstige Recyclingprozesse zu ent-
wickeln (Faber 2011, Holtmann & Schrader 2007). Als Recyclingprozess werden Enzyme,
sogennante Dehydrogenasen, an die Reaktion gekoppelt, die NAD+ bzw. NADP+ wieder re-
duzieren und dabei ein kostengünstigeres Substrat verbrauchen. Beispiele hierfür sind die
Formiatdehydrogenase für die Regeneration von NADH oder die Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase (GDH) für NADPH. Cytochrome P450 sind aber im Gegensatz zu
anderen Oxygenasen noch weitaus komplexer. Sie können die Elektronen nicht direkt von
NAD(P)H aufnehmen sondern benötigen andere vorgeschaltete Redoxproteine, die die Elekt-
ronen schrittweise auf sie übertragen. Man spricht deshalb bei der Gesamtheit dieser Proteine
von Cytochrome P450-Systemen. In der Natur überwiegen vor allem 2 Systeme, die der so-
genannten Klasse I und II, die auch schon direkt im Zusammenhang mit der Erforschung der
Cytochrome P450 entdeckt wurden (Estabrook 2003). Bei der Klasse I handelt es sich um das
„mitochondriale System“ bzw. das in den Bakterien am häufigsten vorkommende „bakterielle
System“. Es besteht außer dem Cytochrome P450 aus 2 weiteren Redoxproteinen, einer FAD-



Einleitung

16

haltigen Reduktase und einem Ferredoxin mit einem Eisen-Schwefel-Cluster als prostethische
Gruppe. Die Reduktase nimmt bei der Reaktion die zwei Elektronen vom Cofaktor NAD(P)H
auf und gibt jeweils ein Elektron auf das Ferredoxin ab. Dieses reduziert wiederum das ei-
gentliche Cytochrom P450 und ermöglicht somit die Aktivierung des Sauerstoffes. Der Unter-
schied zwischen dem „mitochondrialen System“ und dem „bakteriellen“ besteht darin, dass
im Mitochondrium die Reduktase und das Cytochrome P450 membrangebunden sind und das
lösliche Ferredoxin zwischen den beiden hin- und herwandert, während im Bakterium alle
drei Komponenten in löslicher Form vorliegen. Die Klasse II oder das „mikrosomale System“
kommt wie das „mitochondriale System“ nur in Eukaryoten vor. Es besteht aus zwei memb-
rangebundenen Komponenten, der FAD- und FMN-haltigen CPR (Cytochrome P450 Reduk-
tase) und dem P450 selbst. Mittlerweile ist eine Einteilung in nur zwei Klassen aufgrund der
steigenden Anzahl von Ausnahmen nicht mehr möglich, da die Biodiversität an Cytochrom
P450-Systemen vergleichbar mit den Cytochromen P450 selbst ist und neben den Klassen I
und II noch 8 weitere Klassen umfasst, wobei diese bisher noch eher Ausnahmen bilden
(Hannemann et al. 2007). Diese kommen fast ausschließlich in Bakterien und Pilzen vor. Im
Hinblick auf die Anwendung von P450s als Biokatalysatoren sollte zur Vollständigkeit auch
noch die Klasse VIII erwähnt werden. Es handelt sich hierbei im Gegensatz zu allen anderen
Klassen um autarke Einkomponentensysteme, d.h. die Vertreter dieser Klasse können wie
gewöhnliche Oxygenasen direkt Elektronen von NAD(P)H beziehen. Sie sind ähnlich wie die
Klasse II aufgebaut, wobei die CPR mit der P450-Komponente fusioniert ist und als bakteriel-
les Enzym in gelöster Form vorliegt. Ihr prominentester Vertreter ist das schon zuvor erwähn-
te CYP102A1 aus Bacillus megaterium (alter Name, P450BM3). Gerade dieses P450 scheint
das „Allzweckwerkzeug“ für P450-Biokatalysen zu sein (Wong 2011), da es eine hohe Aktivi-
tät besitzt und mit ihm bisher die meisten Fortschritte im Bereich des „protein engineering“
gemacht wurden.
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Abb. 1.6: Cytochrom P450-Systeme der Klasse I, mitochondriales und bakterielles System,
der Klasse II, mikrosomales System, und der Klasse VIII, autarkes System. Grafik entnom-
men aus Hannemann et al. 2007.

Durch die räumliche Nähe der fusionierten CPR-Domäne besitzt CYP102A1 hohe Aktivitäten
und ist durch die Fusion unabhängig von Redoxpartnern, wodurch bei Mutagenesen keine
Wechselwirkungen mit den Redoxpartnern zu berücksichtigen sind. Dies gilt nicht für die
anderen Klassen. Hier ist zum Teil gerade die Identifizierung der richtigen Redoxpartner im
Genom eine große Herausforderung, insbesondere bei Bakterien. Ein gutes Beispiel für diese
Herausforderung bietet das Genom von Streptomyces coelicolor A3(2). Dieses Bakterium
besitzt 4 Reduktasen, 6 Ferredoxine und 18 Cytochrome P450. Daraus ergeben sich 24 mögli-
che Kombinationen der Redoxpartner, um mit einem Klasse I System Elektronen für ein Cy-
tochrom P450 bereitzustellen. Am Ende konnte im Fall des CYP105D1 nur mit eine Kombi-
nation erfolgreich ein Substrat umgesetzt werden (Chun et al. 2007). Für alle 18 Cytochrome
P450 würde dies bedeuten, man müsste 28 Proteine isolieren und mit ihnen 432 Kombinatio-
nen mittels Substratumsatz durchspielen. Aus diesem Grund kommen häufig heterologe Re-
doxpartner zum Einsatz. Hierbei zeigte sich, dass eine kleine Gruppe von Redoxpartnern gut
geeignet ist, um sie universell einzusetzen. Hierzu gehören das kommerziell erhältliche Spi-
natferredoxin und die Spinatferredoxinreduktase (Chun et al. 2007, O'Keefe et al. 1991,
Yasutake et al. 2010), das Putidaredoxin (Pdx) und die Putidaredoxinreduktase (PdR) von
Pseudomonas putida und das Flavodoxin (Fld) und seine Reduktase (Fpr) aus Escherichia
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coli (Urlacher & Girhard 2012). Weitere vielversprechende Redoxpartner scheinen das aus
dem Rind stammende Adrenodoxin und die Adrenodoxinreduktase zu sein, da dieses Paar
nicht nur Elektronen auf mitochondriale P450 überträgt (natürliche Funktion), sondern auch
mit der verkürzten Form des Adx (Adx4-108) auf bakterielle P450, wie CYP106A2 aus Bacillus
megaterium (Lisurek et al. 2004) und CYP109B1 aus Bacillus subtilis (Girhard et al. 2010).

1.3.2 Ganzzellkatalysatoren

Nur wenige zellfreie Enzyme erfüllen die Anforderungen,  die an Biokatalysatoren bei der
Herstellung von größeren Produktmengen gestellt werden, speziell die zellfreie Anwendung
von Cytochrome P450 Systemen ist durch die zuvor genannten Limitierungen beschränkt
(Chefson & Auclair 2006). Aus diesem Grund sind Ganzzellsysteme für diese Enzymfamilie
wie auch generell für alle Cofaktor benötigenden Enzyme eine sehr gute Möglichkeit, die
Reinigung der Proteine und die Kosten der Cofaktoren zu umgehen, da die Zelle diese selbst
zur Verfügung stellt, was neben den Kosten auch Zeit einspart (Carballeira et al. 2009). Be-
trachtet man die Tab. 1.3, so lässt sich erkennen, dass bei allen Cytochrom P450 Prozessen,
bei denen Ausbeuten publiziert sind bzw. diese Prozesse sogar großtechnisch angewendet
werden, mit Ganzzellsystemen gearbeitet wird. Die Herausforderung liegt dabei darin, dass
neben dem Cytochrom P450 selbst auch funktionelle Redoxpartner in dem Organismus vor-
liegen oder coexprimiert werden müssen. Das gesamte Cytochrom P450-System wird hierbei
meist  rekombinant exprimiert. Der häufigste Expressionswirt ist dabei das Darmbakterium
Escherichia coli (Urlacher & Girhard 2012). Als Gründe hierfür sind zu nennen, dass dieser
Modellorganismus schon lange bekannt und leicht gentechnisch veränderbar ist, sowie hohe
Wachstums- und Expressionsraten besitzt (Schroer et al. 2010). Im Falle der Cytochrome
P450 sind außerdem keine Nebenreaktionen durch andere P450 zu erwarten, da der Organis-
mus keine eigenen P450-Gene besitzt. In den letzten zehn Jahren wurde eine Vielzahl von
verschiedenen Strategien speziell zur Expression der Cytochrom P450-Systeme für dieses
Bakterium erarbeitet. Zum einen wurden 1-Vektorsysteme, bei dem die Gene der Redoxpart-
ner und Cytochrome P450 auf einem Expressionsplasmid angeordnet sind, verwendet. Für die
Anwendung von mikrosomalen P450, die mit der Cytochrome P450 Reduktase (CPR)
coexprimiert werden, wurden hierzu bicistronische Vektoren entworfen, bei denen die beiden
Gene direkt hintereinander geschaltet sind (Gillam et al. 1999, Hanlon et al. 2007). Bei Cy-
tochromen P450 der Klasse I wurden analog dazu tricistronische Vektoren, bestehend aus der
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jeweiligen Reduktase, dem Ferredoxin und dem P450 verwendet (Agematu et al. 2006,
Salamanca-Pinzón & Guengerich 2011). Eine andere Anwendung bei den Klasse I Systemen
besteht darin mit 2 Vektoren zu arbeiten, wobei die Gene der beiden Redoxpartner auf einem
bicistronischen Vektor kloniert sind und das Cytochrom P450 sich auf einem kompatiblen
Vektor befindet (Hannemann et al. 2006). Eine neue flexiblere Möglichkeit, die Gene auf
Vektoren zu verteilen, bieten die Duet-Vektoren von Novagen. Diese auf Multi-Enzym-
Komplexe ausgelegten Expressionskonstrukte besitzen 2 unabhängige Klonierungsstellen
(MCS: „multiple cloning sites“) und 4 zueinander kompatible Vektoren (Held et al. 2003,
Novy et al. 2002). Diese Vektoren wurden im Falle von dem Klasse I System von Novosphin-
gobium aromaticivorans benutzt. Hierbei waren die Gene der Reduktase und des Ferredoxins
auf einem Duet-Vektor in den zwei unabhängigen MCS vorhanden und auf einem anderen
Duet-Vektor das P450-Gen und wiederum das Gen des Ferredoxins (Bell et al. 2010). Neben
der Verwendung von Escherichia coli Ganzzellsystemen existieren noch eine Vielzahl von
rekombinanten Systemen in anderen Mikroorganismen (Bernhardt 2006, Carballeira et al.
2009). Die größte Herausforderung hierbei besteht in der Substrataufnahme der meist hydro-
phoben Substrate durch die Mikroorganismen.
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1.4 Cytochrome P450 von Sorangium cellulosum So ce56

In der vorliegenden Dissertation wurde mit Cytochromen P450 aus dem Bakterium Sorangi-
um cellulosum So ce56 gearbeitet. Sorangium cellulosum gehört zu den Myxobakterien. Diese
sind gram-negative Bodenbakterien, die zur δ-Gruppe der Proteobakterien gehören. Sie besit-
zen einzigartige Fähigkeiten wie die Ausbildung multizellulärer, artspezifischer Fruchtkörper
oder ihre gleitende Fortbewegung auf festen Oberflächen. Ihrer Genome gehören mit denen
der Gattung der Streptomyces zu den größten im Reich der Prokaryoten und ihre DNA besitzt
einen sehr hohen GC-Gehalt von 64-72% (Dawid 2000, Reichenbach 1999), vergleichbar eher
mit der DNA von Eukaryoten. Darüber hinaus sind sie als hervorragende Produzenten von
bioaktiven Sekundärmetaboliten bekannt und stehen zurzeit im Fokus der pharmazeutischen
Forschung (Diez et al. 2012, Weissman & Muller 2010, Wenzel & Muller 2009). Im Zusam-
menhang mit Cytochromen P450 machte der Stamm Sorangium cellulosum So ce90 erstmals
auf sich aufmerksam, als man erkannte, dass er die Antikrebsmittel Epothilon A und Epothi-
lon B produziert. Verantwortlich für den letzten Schritt der Synthese dieser Macrolactone
(Macrolide), die Epoxidierung einer Doppelbindung, und somit für die Bioaktivität des Pro-
dukts, ist das Cytochrome P450 CYP167A1 (P450epoK), welches erstmals mittels rekombinan-
ter Expression in Escherichia coli isoliert werden konnte (Ogura et al. 2004). Das komplette
Genom dieses Stammes wurde bisher noch nicht publiziert. 2007 wurde aber das Genom des
eng verwandten Sorangium cellulosum So ce56 Stammes veröffentlicht (Schneiker et al.
2007). Mit seiner Größe von 13 Mbp ist es bis heute das größte veröffentlichte Genom eines
Bakteriums. In diesem großen Genom befinden sich 21 Cytochrome P450 (Khatri et al.
2010b), die alle in einer, dieser Dissertation vorangegangenen, Arbeit isoliert, rekombinant
exprimiert und gereinigt wurden (Khatri 2009). Verglichen mit anderen sporenbildenden My-
xobakterien, Stigmatella aurantiaca DW4/3-1 (18 P450), Haliangium ochraceum DSM 14365
(17 P450) und Myxococcus xanthus DK1622 (7 P450), besitzt Sorangium cellulosum So ce56
auch das größte CYPome (Gesamtheit der Cytochrome P450) (Khatri et al. 2011). Für die
Erforschung der biotechnologischen Anwendung von Cytochromen P450 ist das Sorangium
cellulosum So ce56 somit eine kleine Schatzkiste, vergleichbar dem von Streptomyces avermi-
litis (33 P450) und Streptomyces coelicolor A3(2) (18 P450) (Lamb et al. 2003). Bei den 21
Cytochromen P450 von Sorangium cellulosum So ce56 handelt es sich um bislang unbekann-
te Enzyme dieser Gen-Superfamilie, von denen 14 anhand ihrer Aminosäuresequenz 9 neuen
Familien (CYP259-266) zugeteilt werden können, d.h. sie besitzen eine Sequenzgleichheit
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von unter 40 Prozent. Jedes von den 21 Monooxygenasen besitzt demnach das Potential, inte-
ressante und neuartige Biotransformationen durchzuführen. In diesem Kontext wurden 3 die-
ser Cytochrome P450 eingehender untersucht, CYP109D1, CYP260A1 und CYP264B1.

Tab. 1.4: Übersicht über die bisher bekannten Substrate von Cytochromen P450 aus Sorangi-
um cellulosum So ce56, sowie die bekannten Produkte (OH = Hydroxylierung; epoxy = Epo-
xidierung) bzw. die Anzahl der unbekannten Produkte (kursiv).

P450 Substrat Produkte Literatur *
Caprinsäure ω-1 & ω-2 OH (Khatri 2009)
Laurinsäure ω-1 bis ω-3 OH (Khatri et al. 2010b)

Tridekansäure ω-1 bis ω-5 OH (Khatri 2009)
Myristinsäure ω-1 bis ω-5 OH (Khatri et al. 2010b)
Palmitinsäure ω-1 bis ω-6 OH (Khatri et al. 2010b)
Oleanolsäure ω-6 & ω-7 OH (Khatri 2009)

13-Methylmyristinsäure ω-2 bis ω-4 OH (Khatri 2009)
15-Methylpalmitinsäure ω-2 bis ω-6 OH (Khatri 2009)

Geraniol 2,3 epoxy
6,7 epoxy

2,3-,6,7 diepoxy
(Khatri 2009)

Nerol 2,3 epoxy
6,7 epoxy (Khatri 2009)

R-Limonen 6-Produkte (Khatri 2009)
α-Ionon 3-OH (Khatri et al. 2010a)

CY
P1

09D
1

β-Ionon 4-OH (Khatri et al. 2010a)
Nootkaton 1 Hauptprodukt

3 Nebenprodukte (Ewen et al. 2009)
Progesteron 10 Produkte (Khatri 2009)

CY
P2

60A
1

11-Deoxycorticosteron 1 Hauptprodukt
1 Nebenprodukte (Khatri 2009)

α-Ionon 3-OH (Ly et al. 2012)
β-Ionon 3-OH (Ly et al. 2012)

CY
P

264
B1

Nootkaton 13-OH
1 Nebenprodukt (Ly et al. 2012)

* Bei den Literaturstellen wurden, wenn möglich die Publikationen, nicht die Dissertationen angegeben

Dabei kam es zu dem schon im vorherigen Kapitel besprochenen Problem, die richtigen Re-
doxpartner in dem Genom zu finden. Insgesamt konnten im Zuge der Erforschung möglicher
Klasse I Redoxsysteme 2 Reduktasen und 8 potentielle Ferredoxine gefunden werden (Ewen
2009). Von letzteren konnten nur 5 erfolgreich isoliert und gereinigt werden, Fdx1, Fdx2,
Fdx3, Fdx5 und Fdx 8. Es sind mit den verbleibenden Proteinen also 10 Kombinationen mög-
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lich, um Elektronen auf die Cytochrome P450 von Sorangium cellulosum So ce56 zu übertra-
gen. Anhand des CYP260A1 konnte gezeigt werden, dass prinzipiell 4 Kombinationen, beste-
hend aus den Reduktasen, FdR_A und FdR_B, und den Ferredoxinen, Fdx2 und Fdx8, einen
Substratumsatz des Sesquiterpens Nootkaton durch das P450 katalysieren, wobei sich die Re-
duktase FdR_B als der bessere Elektronendonor für die beiden Ferredoxine herausstellte und
diese in Kombination mit Fdx2 am besten funktionierte (Ewen et al. 2009). Der Vorteil der
FdR_B konnte auch mit CYP109D1 gezeigt werden (Khatri et al. 2010b), wobei hier das
Fdx8 den Vorzug gegenüber Fdx2 erhält. Die Umsatzraten mit diesen homologen Redoxpart-
ner waren aber um den Faktor 3 niedriger als mit dem heterologen System, bestehend aus
bovinem AdR und Adx4-108 (verkürzte Mutante des Wildtyps). Das gleiche Phänomen konnte
auch für die Reduktion von CYP264B1 beobachtet werden, wo nur 5% des Cytochroms P450
mit den homologen Redoxpartner reduziert werden konnten, im Gegensatz zu 90% mit dem
AdR/Adx4-108 System (Ly et al. 2012). Mit Hilfe dieses Redoxsystems konnten nun erfolg-
reich verschiedene Substrate für die drei Cytochrome P450 und einige der Produkte durch
zellfreie Umsätze charakterisiert werden. Die Substrate und die charakterisierten Produkte
sind in Tab. 1.4 aufgelistet. Interessant erscheint hierbei das CYP260A1, da es in der Lage ist,
Steroide umzusetzen und es sich wahrscheinlich um eine neue Steroidhydroxylase handelt.
Seine Produkte wurden aber noch nicht charakterisiert, so dass noch keine Aussage über die
Katalysefähigkeiten dieses P450 gemacht werden kann.
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1.5 Steroidbiotransformationen und Steroidhydroxylasen
Steroide sind verantwortlich für viele biologische Funktionen in Zellen. Sterole wie Choleste-
rol sind Bestandteile der Zellmembran und verantwortlich für dessen Stabilität, das Zell-
wachstum und stellen die wichtigste Vorstufe zur Biosynthese der Steroidhomone des Estran-,
Androstan- und Pregnantyps dar (siehe Abb. 1.7). Gerade diese stehen immer am Ende aller
Bestrebungen, Steroide biokatalytisch umzusetzen, da sie als Hormone schon in geringer
Menge hohe Bioaktivitäten besitzen. Wie schon ganz am Anfang dieser Einleitung erwähnt,
gehören Steroidbiotransformationen zu den ersten, mikrobiell durchgeführten Biotransforma-
tionen und sind seither eng mit diesen verbunden (Sedlaczek & Smith 1988). Steroide sind
sehr schwierig durch konventionelle Methoden zu synthetisieren. Hier bieten die mikrobiellen
Transformationen eine effektive Alternative. Die Bemühungen in diesem Forschungsfeld be-
gannen mit der Entdeckung der pharmakologischen Effekte von Progesteron und Cortisol und
der Identifizierung der 11α-Hydroxylierung durch Schimmelpilze der Gattung Rhizopus
(Bhatti & Khera 2012). Die große Vielfalt und Bedeutung von Mikroorganismen in der Pro-
duktion von kommerziell wertvollen Steroiden ist schon seit den 90er Jahren des letzten Jahr-
hunderts anerkannt (Mahato & Garai 1997). In Kombination mit Synthesemethoden wurden
mit Hilfe dieser Biotransformationen eine Vielzahl von Steroiden bzw. Steroidderivaten her-
gestellt und deren Bioaktivität getestet. Sie finden breite Anwendung als Entzündungshem-
mer, Immunsuppressivum, Progestativa, Diuretika, Anabolika und als Verhütungsmittel, so-
wie in Behandlungen von Brust- und Prostatakrebs und vielen anderen Krankheiten, die direkt
mit der Biosynthese der Steroidhormone zu tun haben (Bhatti & Khera 2012). Ihre physiolo-
gische Aktivität hängt von ihrer Struktur, dem Typ, der Anzahl, und der Regio- und Stereopo-
sition von funktionellen Gruppen an der Steroidkernstruktur ab. Die Anwesenheit einer
Hydroxylgruppe an der 11β-Position ist zum Beispiel entscheidend für die entzündungshem-
mende Wirkung, die 17β-Hydroxylgruppe bestimmt die Eigenschaften der Androgene (männ-
liche Geschlechtshormone) und die Aromatisierung des A-Rings die der Östrogene (weibliche
Geschlechtshormone) (Donova & Egorova 2012, Fragkaki et al. 2009, Funder 2010). Die
durch Mikroorganismen bewerkstelligten Transformationen von Steroiden beinhalten den
Seitenkettenabbau von Sterolen, Redoxreaktionen an funktionellen Gruppen oder Hydroxylie-
rungen der Kernstruktur. Diese wurden kürzlich von Donova et al. und Bhatti et al. zusam-
mengefasst (Bhatti & Khera 2012, Donova & Egorova 2012).
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Abb. 1.7: Vereinfachtes Schema der Biosynthese der Steroidhormone ausgehend von Cho-
lesterol, dessen Struktur auch die steroidtypische Nummerierung zeigt, zu den Mineralcorti-
coiden, Glucocorticoiden, Androgenen und Östrogenen mit je einem Beispiel. Die beteiligten
Enzyme (vor allem Cytochrome P450) an den Reaktionen sind grau gekennzeichnet.

Da in dieser Arbeit fast ausschließlich Steroidhydroxylierungen untersucht wurden, werden
im Folgenden diese näher betrachtet. Steroide werden ausschließlich von Cytochromen P450
hydroxyliert. Durch die Hydroxylierung ändert sich die Polarität der Moleküle, was sich auf
ihre Toxizität, ihre Ausscheidung und ihren Transport in der Zelle auswirkt. Die Positionen
der Hydroxylierungen zwischen P450 aus Eukaryoten und Prokaryoten unterscheiden sich
aufgrund der unterschiedlichen Bedeutung dieser Prozesse in der Natur. In Eukaryoten dienen
Hydroxylierungen einerseits der Steroidbiosynthese, andererseits in der Leber (mikrosomale
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P450) zum Abbau der Steroide, während in Bakterien diese exogenen Substanzen zur eigenen
Verwendung hydroxyliert werden. Der momentane Trend bei mikrobiellen Hydroxylierungen
ist die Suche nach neuen Biokatalysatoren, die die für die Industrie wichtigen 7α, 9α, 11α,
11β, 16α, 17α Hydroxysteroide produzieren (Donova & Egorova 2012). Eine vor allem am
Anfang dieses Jahrzehnts häufig verwendete Methode ist die rekombinante Expression der an
der Steroidhormonbiosynthese beteiligten Cytochrome P450 in Hefen, wie die in Tab. 1.3
gezeigte Produktion von Cortisol in Saccharomyces cerevisiae (Szczebara et al. 2003) oder
die heterologe Expression von humanem CYP11B1 (Drăgan et al. 2005), CYP11B2 (Tin et al.
2011) und CYP21 (Zehentgruber et al. 2010) in der Spalthefe Schizosaccharomyces pombe.
Ebenfalls in der Spalthefe konnte auch die zuvor erwähnte 11α-Hydroxylierung durch die
rekombinante Expression von CYP509C12 (Rhizopus oryzae) durchgeführt werden. Aber
auch die Steroidhydroxylasen aus Bakterien erfreuen sich immer größerer Beliebtheit, wobei
deren Selektivitäten bereits durch Mutationen verbessert wurden. Bis vor zwei Jahren waren
in diesem Zusammenhang nur Arbeiten unseres Instituts an der 15β-Steroidhydroxylase
CYP106A2 bekannt (Hannemann et al. 2006, Virus & Bernhardt 2008, Virus et al. 2006). In
den letzten zwei Jahren wurden dann fünf Artikel veröffentlicht, die sich mit der Selektivitäts-
änderung von bakteriellen Steroidhydroxylasen beschäftigten. Eine beschäftigte sich wieder-
um mit CYP106A2, wobei eine Veränderung der Regioselektivität von 15β zu 11α durch ge-
richtete Mutagenese erreicht wurde (Nguyen et al. 2012). Die vier weiteren Publikationen
behandelten die Verbesserung der Regioselektivitäten von CYP102A1 an den Positionen 2β
und 15β (Kille et al. 2011) und den Positionen 16β und 16α (de Beer et al. 2012, Rea et al.
2012, Venkataraman et al. 2012).



Einleitung

26

1.6 Aufgabenstellung
Cytochrome P450 stellen eine einzigartige Proteinfamilie dar. Aufgrund ihrer katalytischen
Fähigkeit molekularen Sauerstoff in organische Moleküle einzubauen, sind sie in den letzten
Jahren vermehrt in den Fokus der Biokatalyse gerückt. In dem Zusammenhang spielen vor
allem bakterielle Cytochrome P450 eine bedeutende Rolle, da sie sich durch sehr verschie-
denartige Substratspektren und hohe rekombinante Expressionslevel auszeichnen. In Folge
der stetig steigenden Anzahl von neu veröffentlichten Genomdaten für Mikroorganismen stie-
gen auch die Möglichkeiten, neue Cytochrome P450 mit neuen biokatalytischen Fähigkeiten
zu finden.
In der Gruppe von Prof. Bernhardt beschäftigt man sich seit 2006 mit der Entdeckung von
neuartigen Cytochromen P450 aus dem Bodenbakterium Sorangium cellulosum So ce56. Die-
ses Bakterium besitzt gegenüber anderen Prokaryoten die hohe Anzahl von 21 Cytochromen
P450 sowie verschiedene potentielle Redoxsysteme der Klasse I. In bereits abgeschlossenen
Arbeiten von Yogan Khatri und Kerstin Ewen konnten diese Proteine erfolgreich rekombinant
hergestellt und gereinigt werden (Ewen 2009, Khatri 2009). Eine vollständige Charakterisie-
rung des Substratspektrums der Enzyme und eine detaillierte Analyse der Produkte lag aber
Ende 2009 mit dem Abschluss der Arbeiten nicht vor. Vor allem die Produkte der potentiellen
Steroidhydroxylase CYP260A1 konnten in diesen Arbeiten nicht aufgeklärt werden, so dass
ihr Potential als Biokatalysator noch nicht geklärt war.
Aufbauend auf den oben genannten Arbeiten sollten daher in der vorliegenden Dissertation
ausgewählte P450s aus Sorangium cellulosum So ce56 hinsichtlich ihres Substratspektrums
charakterisiert werden, wobei das Hauptaugenmerk auf ihr Potential als Biokatalysatoren ge-
legt werden sollte. Neben den bereits von Herrn Khatri im Ansatz charakterisierten
CYP109D1 und CYP260A1 wurden für die hier geplanten Untersuchungen noch 3 weitere
viel versprechende P450s (CYP266A1, CYP264A1 und CYP260B1) ausgewählt, da sich die-
se in guten Ausbeuten rekombinant exprimieren lassen (Khatri 2009), was als eine der Grund-
voraussetzungen für die geplante Verwendung als Biokatalysator angesehen werden kann.
Zunächst sollten die Enzyme gereinigt und in vitro untersucht werden, um  neue bzw. erste
Substrate zu identifizieren. Da, wie zuvor erwähnt, bakterielle Cytochrome P450 nur in Ver-
bindung mit einer üblicherweise aus 2 Proteinen bestehenden Elektronentransportkette funkti-
onell aktiv sind, mussten im Fall des CYP266A1 zuvor außerdem noch geeignete Redoxpart-
ner gefunden werden. Nach erfolgreicher Substratidentifikation durch Produktbildung sollten
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die enzymabhängigen Reaktionen mittels chromatographischer Methoden wie HPLC analy-
siert und in Kombination mit massenspektrometrischen Untersuchungen die Funktionalisie-
rung der Produkte aufgeklärt werden.
Ein weiteres wichtiges Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, neue Methoden im Bereich
der P450-basierten Ganzzellkatalyse zu entwickeln, da sie Vorteile für die Produktcharakteri-
sierung bietet. Für die meisten der in Tab. 1.4 gezeigten Produkte stehen leider keine Stan-
dards zur Verfügung, so dass eine vollständige Charakterisierung nur mittels NMR-
Spektroskopie möglich ist, wofür aber Produktausbeuten im mg Bereich nötig sind. Solche
Mengen sind durch in vitro Verfahren aber sehr mühsam zu erreichen und gleichzeitig mit
hohen Kosten verbunden. Kombiniert man aber die für die im kleinen Maßstab in vitro etab-
lierten Methoden für die Produktisolierung mit einem Ganzzellsystem für die Produktherstel-
lung, ist es möglich, gleichermaßen Zeit und Kosten bei der Produktcharakterisierung zu spa-
ren. Darüber hinaus hätte ein generell auf Klasse I P450s anwendbares Ganzzellystem den
Vorteil, dass es prinzipiell zur Charakterisierung jedes beliebigen bakteriellen P450s einsetz-
bar wäre und damit eine Grundlage für nachfolgende Arbeiten mit anderen P450 aus diesem
aber auch aus anderen Organismen bieten würde.
Darüber hinaus wären die zu entwickelten Ganzzellsysteme ein erster Schritt in die biotechno-
logische Anwendung der hier untersuchten Cytochrome P450.
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2 Material und Methoden
2.1 Material
Alle nicht explizit aufgeführten Chemikalien und Enzyme stammten aus Standardbezugsquel-
len und waren von analytischer Reinheit. Die in der Arbeit verwendeten Substrate aus der
allgemeinen Substanzbibliothek und der Substanzbibliothek von Gif-sur-Yvette (nahe Paris,
französische Kooperation mit CNRS en Ile-de-France Sud in der Gruppe von Denis Pompon;
jetzt in Toulouse) sind einzeln mit Strukturformel und der dreistelligen Codierung im Anhang
aufgeführt (siehe Anhang 6 und 6.2).

2.1.1 Proteine
Die Redoxproteine AdR (100 µM Stocklösung) und Adx4-108 (1 mM Stocklösung) aus Bos
taurus wurden im Institut von Katharina Bompais und Wolfgang Reinle in E. coli Zellen re-
kombinant exprimiert und mittels chromatographischer Methoden nativ gereinigt (Sagara et
al. 1993, Uhlmann et al. 1994). Die potentiellen Redoxproteine aus Sorangium cellulosum
Soce56 wurden von Dr. Kerstin Ewen im Rahmen ihrer Promotion hergestellt und gereinigt
(Ewen 2009). Die gereinigten Ferredoxine EtpIfd aus Schizosaccharomyces pombe und seine
Mutante EtpIfd (516–618) standen aus früheren Arbeiten (Müller et al. 2011, Schiffler et al.
2004) zur Verfügung. Das Ferredoxin Cdx aus Citrobacter braakii (Hawkes et al. 2010) wur-
de freundlicherweise von Dr. Max Cryle (Max Planck Institut Heidelberg, D) zur Verfügung
gestellt.
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2.1.2 Oligonukleotide

Tab. 2.1: Übersicht über die im Rahmen der Dissertation verwendeten Primer mit deren Ver-
wendungszweck und Sequenz. Die Primer wurden von der Firma MWG-Biotech AG (Ebers-
berg, Deutschland) synthetisiert.

Bezeichnung Verwendungszweck Sequenz
T7 Sequenzierprimer vorwärts für pET- und pCDF-

Vektoren TAATACGACTCACTATAGGG
T7term Sequenzierprimer rückwärts für pET- und pCDF-

Vektoren CTAGTTATTGCTCAGCGGT
DuetDown1 Sequenzierprimer rückwärts für die MCS1 der

pET- und pCDFDuet-Vektoren GATTATGCGGCCGTGTACAA
C5_int1_for Interner Sequenzierprimer vorwärts für pETMR5

und MR6
GGACCGCGAGATCATCGATC
TGCT

C8_int1_for Interner Sequenzierprimer vorwärts für pETMR1
und MR2 GACACGCCCGAGGCGGTCG

C16_int1_for Interner Sequenzierprimer vorwärts für pETMR4
und MR7

GGTCGTGCTCACGTTGATCCT
CGGCA

C17_int1_for Interner Sequenzierprimer vorwärts für pETMR3
und MR8

GGCAGATCGTGCTGAGCCTG
ATA

Fpr1f_HindIII Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fpr mit
HindIII, RBS und NcoI

CGGGAAGCTTAAGAAGGAG
ATATACCATGGCTGATTGGGT
AACAGGCAAAGTCAC

Fpr1r_KpnI Rückwärtsprimer zur Amplifikation von Fpr mit
KpnI und zusätzlicher Deletion von NdeI

CGGGGTACCTTACCAGTAAT
GCTCCGCTGTCATGTGGCCC
GGTCGGC

Genom_Fpr_for Vorwartsprimer zur Amplifikation von Fpr mit
NdeI

CATATGGCTGATTGGGTAACA
GGCAAAGTCACTAAAGTGCA
GAACTGG

Glu6P_for Vorwartsprimer zur Amplifikation von Glu6P
DH mit EcoRI, RBS und NcoI

GAATTCAAGAAGGAGATATA
CCATGGCGGTAACGCAAACA
GCCCA

Glu6P_rev Rückwärtsprimer zur Amplifikation von Glu6P
DH mit HindIII und NotI

GCGGCCGCAAGCTTTTACTC
AAACTCATTCCAGGAACGAC
CATCA

Fpr_delHind_for QC-Primer vorwärts zur Deletion von HindIII in
Fpr

GGCAATTTACCAAGCTGGGC
CTTGAAATCGACG

Fpr_delHind_rev QC-Primer rückwärts zur Deletion von HindIII
in Fpr

CGTCGATTTCAAGGCCCAGC
TTGGTAAATTGCC

meg_NdeI_for QC-Primer vorwärts zur Einführung einer NdeI
Schnittstelle in CYP106A2

GCGGGAATTCCATATGAAAG
AAGTTATTGCAGTAAAAG

meg_NdeI_rev QC-Primer rückwärts zur Einführung einer NdeI
Schnittstelle in CYP106A2

CTTTTACTGCAATAACTTCTT
TCATATGGAATTCCCGC

Adx_NdeIdel_f QC-Primer vorwärts zur Deletion von 2. NdeI in
Adx4-108

AATGACATGCTTGATCTGGC
CTATGGACTAACA GATAGAT

Adx_NdeIdel_r QC-Primer rückwärts zur Deletion von 2. NdeI in
Adx4-108

ATCTATCTGTTAGTCCATAGG
CCAGATCAAGCATGTCATT

Adx int1 for QC-Primer vorwärts zur Korrektur der Mutation
D78G in Adx4-108

ATCACTGATGAGGAGAATGA
CATGCTTGATCTGGCCTAT

Adx int1 rev QC-Primer vorwärts zur Korrektur der Mutation
D78G in Adx4-10

ATAGGCCAGATCAAGCATGT
CATTCTCCTCATCAGTGAT

QC_dC17_for QC-Primer vorwärts zur Verkürzung von
CYP260A1 durch NdeI

TCCATAGCGTCTCCCATATGG
ATTTCCCGCT

QC_dC17_rev QC-Primer rückwärts zur Verkürzung von
CYP260A1 durch NdeI

AGCGGGAAATCCATATGGGA
GACGCTATGGA
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2.1.3 Plasmide

Tab. 2.2: Übersicht über die verwendeten Klonierungs- und Expressionsvektoren mit einer
kurzen Beschreibung und deren Referenzen.

Bezeichnung Beschreibung Referenz
pCWori_C2 pCWori+ (ApR) mit CYP266A1 (C-terminalem His-tag) (Khatri 2009)
pCWori_C5 pCWori+ (ApR) mit CYP264A1 (C-terminalem His-tag) (Khatri 2009)
pCWori_C8 pCWori+ (ApR) mit CYP109D1 (C-terminalem His-tag) (Khatri 2009)
pCWori_C16 pCWori+ (ApR) mit CYP260B1 (C-terminalem His-tag) (Khatri 2009)
pCWori_C17 pCWori+ (ApR) mit CYP260A1 (lange Version und C-

terminalem His-tag) (Khatri 2009)
pET11a_FldA pET11a (ApR) mit FldA (Jenkins &

Waterman 1994)
pET16_Fpr pET16 (ApR) mit Fpr (N-terminaler His-tag) (Girhard et al.

2010)
pETh11b1_Twin pET17b (ApR) mit humanem CYP11B1 (C-terminalem His-

tag) _AdR_ Adx1-108
(Hobler 2008)

pETDuet-1 pET basierter Expressionsvektor (ApR) mit zwei MCSs mit je
einem T7 Promotor (Novy et al. 2002)

pCDFDuet-1 pCDF-1b basierter Expressionsvektor (SmR) mit zwei MCSs
mit jeweils einem T7 Promotor (kompatibel zu pET- und
pACYC-Vektoren)

(Held et al. 2003)

pACYC_FHH2.8 pACYC (CmR) mit CYP106A2 (Hannemann et
al. 2006)

pKKHC_Adx4-108 pKKHC (ApR) mit Adx4-108 (Uhlmann et al.
1994)

pBARTwin pCWori+ (ApR) mit AdR und Adx1-108 (Hannemann et
al. 2006)

pCR4® Blunt-
TOPO®

offener Vektor für Zero Blunt® Topo® PCR cloning Kit
(ApR) Invitrogen (2012)

Tab. 2.3: Übersicht über die im Rahmen dieser Dissertation hergestellten Expressionsvekto-
ren mit einer kurzen Beschreibung und dem Verweis auf deren Plasmidkarten im Kapitel Er-
gebnisse.

Bezeichnung Beschreibung Plasmidkarte
pET17b_C5 pET17b (ApR) mit CYP264A1 (C-terminalem His-tag) Abb. 3.1
pET17b_C8 pET17b (ApR) mit CYP109D1 (C-terminalem His-tag) Abb. 3.1

pET17b_C16 pET17b (ApR) mit CYP260B1 (C-terminalem His-tag) Abb. 3.1
pET17b_C17 pET17b (ApR) mit CYP260A1 (lange Version und C-

terminalem His-tag) Abb. 3.1
pET22b_C17 pET22b (ApR) mit CYP260A1 (lange Version und C-

terminalem His-tag) Abb. 3.44B
pET22b_ΔC17 pET22b (ApR) mit CYP260A1 (kurze Version und C-

terminalem His-tag) Abb. 3.44B
pET22b_C17meg pET22b (ApR) mit CYP260A1 (kurze Version für B.

meg optimiert und C-terminalem His-tag) Abb. 3.44B
pETMR1 pET17b (ApR) mit CYP109D1 (C-terminalem His-tag)

_AdR_ Adx1-108 Abb. 3.9C
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pETMR2 pET17b (ApR) mit CYP109D1 (C-terminalem His-tag)
_Fpr_ Adx1-108 Abb. 3.9D

pETMR3 pET17b (ApR) mit CYP260B1 (C-terminalem His-tag)
_AdR_ Adx1-108 Abb. 3.9C

pETMR4 pET17b (ApR) mit CYP260A1 (lange Version und C-
terminalem His-tag) _AdR_ Adx1-108 Abb. 3.9C

pETMR5 pET17b (ApR) mit CYP264A1 (C-terminalem His-tag)
_AdR_ Adx1-108 Abb. 3.9C

pETMR6 pET17b (ApR) mit CYP264A1 (C-terminalem His-tag)
_Fpr_ Adx1-108 Abb. 3.9D

pETMR7 pET17b (ApR) mit CYP260A1 (lange Version und C-
terminalem His-tag) _Fpr_ Adx1-108 Abb. 3.9D

pETMR8 pET17b (ApR) mit CYP260B1 (ohne interne NcoI Re-
striktionsschnittstelle und C-terminalem His-tag) _Fpr_
Adx1-108

Abb. 3.9D
pCDF_dFA pCDFDuet-1 (SmR) mit MCS1: Adx4-108 und MCS2: Fpr

(ohne interne NdeI Restriktionsschnittstelle) Abb. 3.44A
pET_dC17A pETDuet-1 (ApR) mit MCS1: Adx4-108 und MCS2:

CYP260A1 (kurze Version für B. meg optimiert und C-
terminalem His-tag)

Abb. 3.44C

pET_dC17GDH pETDuet-1 (ApR) mit MCS1: Glu6P-Dehydrogenase
und MCS2: CYP260A1 (kurze Version für B. meg opti-
miert und C-terminalem His-tag)

Abb. 3.44D

2.1.4 Bakterienstämme

Tab. 2.4: Übersicht über die verwendeten E. coli Stämme mit deren Genotyp, Verwendungs-
zweck und Referenzen.
Bezeichnung Genotyp Verwendungszweck Referenz

Top10
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC)

φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1
araD139Δ(ara-leu)7697 galU galK

rpsL (SmR) endA1 nupG

Klonierungen mit dem Zero
Blunt® Topo® PCR cloning

Kit (Stratagene)
Invitrogen

(2012)

Top10F´
F’(lacIqTn10) (TetR) mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC)
Φ80lacZΔM15ΔlacX74 recA1

araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (SmR)endA1 nupG

Standardklonierungen Invitrogen
(2012)

NovaBlue endA1 hsdR17 (rK12– mK12+) supE44
thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac

F′[proA+B+ lacIqZΔM15::Tn10] (TetR)
Klonierungen mit pCDF

Plasmiden (SmR)
Novagen
(2012)

BL21 F- dcm ompT hsdS(rB-mB-) gal λ Expression mit pCWori+
Plasmiden

Stratagen
(2012)

BL21(DE3) F- dcm ompT hsdS(rB-mB-) gal λ(DE3) Expression mit pET bzw.
pCDF Plasmiden

Stratagen
(2012)

C43(DE3) Derivat von BL21DE3 mit mind. einer
uncharakterisierten Mutation

Expression mit pET bzw.
pCDF Plasmiden

(Miroux &
Walker
1996)
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2.1.5 Kultivierung von Bakterien

2.1.5.1 Medien
Tab. 2.5: Übersicht über die verwendeten Medien zur Kultivierung der Bakterien.

Medium Bestandteile

TB-Medium
(Terrific-Broth)

24 g/l Hefeextrakt
12 g/l Trypton
2,31 g/l KH2PO412,54 g/l K2HPO45 ml Glyzerin (C-Quelle)

M9–Medium
6 g/l Na2HPO43 g/l KH2PO40,5 g/l NaCl
1 g/l NH4Cl (N-Quelle)
4 g/l Glucose (C-Quelle)

M9CA–Medium

wie M9 and zusätzlich:
4 g/l Casaminoacids (AS-Quelle)
Spurenelemente:
2,5 mg / l EDTA
0,25 mg / l FeSO40,025 mg / l ZnCl20,005 mg / l CuSO4

ZYP-Medium
(Studier 2005)

7,1 g/l Na2HPO46,8 g/l KH2PO43,3 g/l (NH4)2SO45 g/l Hefeextrakt
10 g/l Casaminoacids
(statt N-Z Amine wie in Literatur)

5052-Lösung für Autoinduktion
Glycerin                 5 g/l
Glucose                0,5 g/l
Lactose                   2 g/l

Die Bestandteile der Medien wie Hefeextrakt, Trypton und Casaminoacids waren von der
Firma Difco.
2.1.5.2 Übernachtkulturen
Zur Kultivierung von E. coli über Nacht wurde ausschließlich Nutrient Broth I (NB) Flüssig-
medium (von Sifin) verwendet. Diese Übernachtkulturen wurden am folgenden Tag zum An-
impfen der Hauptkulturen oder zur Isolierung von DNA verwendet. Weiterhin wurden auch
NB-Agarplatten verwendet, um nach Transformationen die geeigneten Zellen zu selektieren.
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Zur Selektion wurden die Antibiotika Ampicillin, Streptomycin und Chloramphenicol in ihren
Arbeitskonzentrationen (siehe folgende Tabelle) eingesetzt.
Tab. 2.6: Übersicht über die verwendeten Antibiotika mit deren Stockkonzentrationen und
den Arbeitskonzentrationen.

Antibiotika Stockkonzentration Arbeitskonzentration
Ampicillin (Ap) 100 mg/ml

in Wasser:Ethanol (1:1) 100 µg/ml
Streptomycin (Sm) 50 mg/ml

in Wasser 50 µg/ml
70 mg/ml
in Ethanol 70 µg/ml

Chloramphenicol (Cm) 10 mg/ml
in Ethanol

15 µg/ml
zur Isolierung von Plasmiden mit

pBR322 Replikationsursprung

2.1.5.3 Hauptkulturen zur Expression bzw. Biotransformation
Zur Kultivierung von E. coli für die rekombinante Proteinexpression mit anschließender Rei-
nigung des Zielproteins wurde standardmäßig Terrific Broth (TB) Flüssigmedium verwendet.
Für Expressionen der Proteine mit anschließender Verwendung der Zellen als Biokatalysator
kamen die in Tab. 2.5 aufgeführten Medien zum Einsatz. Bei diesen Medien wurden in be-
stimmten Experimenten die Kohlenstoffquelle durch die Kohlenhydratlösung 5052 ersetzt um
eine Autoinduktion der Zellen zu erhalten. Hierbei handelt es sich um eine speziell zusam-
mengestellte Kohlenstoffquelle mit einer Endkonzentration im Medium von 5 g/l Glycerin,
0,5 g/l Glucose und 2 g/l Laktose. Während Glucose und Glycerin als normale Kohlenstoff-
quellen dienen, wird die Lactose durch die Katabolitrepression erst bei Verarmung der ande-
ren beiden Kohlenhydrate und somit einer erhöhten Zelldichte in die Zellen aufgenommen
und dort in Glucose und Galactose gespalten. Letztere induziert dann die Expression der Pro-
teine. Da dies ohne äußeres Eingreifen geschieht, spricht man von Autoinduktion. Zur Selek-
tion wurden die Antibiotika Ampicillin und Streptomycin in ihren Arbeitskonzentrationen
verwendet (siehe Tab. 2.6). Bei allen Hauptkulturen kamen Schikanekolben zum Einsatz, wo-
bei für 250 ml Kulturen 2 l Kolben, für 50 ml Kulturen 500 ml Kolben und für 30 ml Kulturen
300 ml Kolben verwendet wurden.
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2.1.6 Lagerung der Bakterien

Zur Lagerung der Bakterien wurden die Übernachtkulturen der jeweiligen Stämme mit Glyce-
rin im Verhältnis 1:1 gemischt und mit flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die entstandenen
Glycerinstocks wurden anschließend bei -80°C gelagert.
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2.2 Methoden
2.2.1 Bioinformatische Methoden

2.2.1.1 Alignment der Aminosäuresequenz
Zum Vergleich der Sekundärstrukturen mehrerer Cytochrome P450 wurde das Clustal W mul-
tiple sequence alignment Programm (Larkin et al. 2007) verwendet. Zur einfacheren Analyse
und graphischen Bearbeitung der erhaltenen Alignments wurde das Programm Bioedit (Hall
1999) Version 7.1.3 verwendet.
2.2.1.2 Erstellung eines Homologiemodells für CYP260A1 und Substratdockings
Zur Suche nach strukturellen Vorlagen für das Homologiemodell von CYP260A1 wurde
NCBIs Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) mit dem Algorithmus blastp verwendet (Altschul
et al. 1997), um homologe Kristallstrukturen zu der Proteinsequenz von CYP260A1 in der
RCSB Protein Data Bank (www.pdb.org; (Berman et al. 2000), Stand Februar 2012) zu su-
chen. Am Ende dienten die Kristallstrukturen mit der größten Ähnlichkeit in der Proteinse-
quenz als Matrizen für die Modellierung mit dem automatisierten Modus von Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org; (Arnold et al. 2006)). Aus den Modellen wurden anschließend
die Reste, welche im Bereich der postulierten SRS liegen und tatsächlich in das aktive Zent-
rum reichen, ermittelt und untereinander verglichen.
Die mit Swiss-Model erhaltenen Homologiemodelle wurden in einem zweiten Schritt von Dr.
Michael Hutter vom Zentrum für Bioinformatik (ZBI) an der Universität des Saarlandes vali-
diert und für das Docking von folgenden Substraten verwendet: Progesteron, 11-
Deoxycorticosteron, Corticosteron, 11-Desoxycortisol, Cortisol, Cortison, 17α-
Hydroxyprogesteron, Androstendion, Dehydroepiandrosteron, Testosteron, 19-Nortestosteron,
Testosteronacetat und (+)-Nootkaton.
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35 x

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

Alle molekularbiologischen Arbeiten erfolgten, sofern nicht im Weiteren beschrieben, nach
Standardmethoden (Mülhardt 2008, Sambrook & Russell 2001). Die verwendeten Restrikti-
onsenzyme stammten ausschließlich von New England BioLabs Inc. und wurden nach Her-
stellerangaben verwendet.
2.2.2.1 Amplifikation von Genen
Die Gene wurden mittels PCR mit genomischer DNA von E. coli BL21 oder Plasmid-DNA
als Matrize und den entsprechenden Primern mit den erforderlichen Restriktionsschnittstellen
amplifiziert. Zur Amplifikation wurde die Phusion DNA Polymerase (Finnzymes) verwendet
und ein Ansatz war wie folgt zusammengesetzt:

X µl DNA (100 ng genomische DNA bzw. 10 ng Plasmid)
  2,0 µl dNTPs (5 mM)
10,0 µl Puffer HF (5x) oder Puffer GC (5x) für Gene aus S. cellulosum
1,0 µl Primer vorwärts (10 pmol/µl)
1,0 µl Primer rückwärts (10 pmol/µl)

  0,5 µl Phusion DNA Polymerase
auffüllen mit Wasser auf 50 µl

Die PCR wurde in einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc.) unter folgenden Bedin-
gungen durchgeführt, wenn die Schmelztemperatur (Tm) des am niedrigsten schmelzenden
Primers unter 69°C lag:

1. 98°C für 3 min
-------------------------------------------------------------------
2. 98°C für 10 s
3. Tm+3°C für 30 s
4. 72°C für 30 s/kb gewünschtes PCR Produkt
-------------------------------------------------------------------
5. 72°C für 10 min
6.   4°C bis zum Abbruch des Programms

Lag die Schmelztemperatur des am niedrigsten schmelzenden Primers über 69°C wurde eine
2 Schritt PCR durchgeführt. Hierbei fiel Schritt 3 (Anheften der Primer) weg, da 72°C für die
Anlagerung der Primer an die DNA ausreichte.
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2.2.2.2 Isolierung der DNA Fragmente und Ligation in den Zielvektor
Nach erfolgreicher Amplifikation wurde der PCR-Ansatz mittels Agarose-Gelelektrophorese
(siehe Kapitel 2.2.5.1) getrennt und das gewünschte DNA-Fragment ausgeschnitten und mit
dem Kit „NucleoSpin® Extract II“ (Macherey-Nagel) isoliert. Anschließend wurde das Frag-
ment mit dem „ Zero Blunt® TOPO® PCR cloning Kit for Sequencing“ in den pCR™ 4Blunt-
TOPO® Vektor zwischenkloniert. Nach erfolgreicher Überprüfung des Fragments mittels Se-
quenzierung durch die Firma MWG-Biotech wurde es über die angefügten Restriktionsschnitt-
stellen ausgeschnitten. Nach erneuter Trennung durch Agarose-Gelelektrophorese wurde das
Fragment schließlich mit dem „Fast Link™ DNA Ligation“ Kit (Epicentre) in den offenen
Zielvektor kloniert.
Die Ligation erfolgte wie die PCR in dem PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc.) unter
folgenden Bedingungen:

1. 16°C für 15 min
2. 20°C für 15 min
3. 72°C für 15 min
4.   4°C bis zum Abbruch des Programms

Das molare Verhältnis von Vektor und Insert betrug dabei 1:5. Nach Dialyse des Ligationsan-
satzes wurde dieser mittels Elektroporation in geeignete E. coli Zellen eingebracht und die
Klone mittels Restriktionsanalyse und Sequenzierung analysiert. Die somit hergestellten Vek-
toren sind in Tab. 2.3 aufgeführt.
2.2.2.3 Ortsgerichtete Mutagenese
Ortsgerichtete Mutagenesen analog des QuikChange® Site-directed Mutagenesis Protokolls
(Stratagene) wurden verwendet, um Schnittstellen in den vorhandenen Plasmiden außerhalb
der Gene zu ändern oder innerhalb der Gene mittels stiller Mutationen zu entfernen bzw. ein-
zuführen. Der PCR-Ansatz mit dem Plasmid als Matrize und mit komplementären Primern,
die die gewünschte Mutation enthielten, wurde wie folgt angesetzt:

X µl DNA (10 ng Plasmid)
5,0 µl dNTPs (5 mM)

10,0 µl Puffer HF (5x) oder Puffer GC (5x) für Gene aus S. cellulosum
  1,5 µl Primer vorwärts (10 pmol/µl)
  1,5 µl Primer rückwärts (10 pmol/µl)
  0,5 µl Phusion DNA Polymerase
auffüllen mit Wasser auf 50 µl
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Die PCR wurde wiederum in einem PTC-200 Thermocycler (MJ Research Inc.) durchgeführt.
Im Gegensatz zu einer normalen PCR wurden 20 Zyklen verwendet. Nach Abschluss der PCR
wurden dem Ansatz 1U des Restriktionsenzyms DpnI zugefügt und über Nacht bei 37°C in-
kubiert.
2.2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA und Bestimmung der Konzentration
Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte sowohl mittels Mini-Präparationen aus 10 ml Ü-
bernachtkulturen als auch mittels Midi-Präparationen aus 100 ml Übernachtkulturen. Hierbei
kamen folgende Kits zum Einsatz „ NucleoSpin® Plasmid Quick Pure“ und „NucleoBond®

PC100“, wobei jeweils das Protokoll für low copy Plasmide verwendet wurde. Zusätzlich ist
anzumerken, dass bei Vektoren mit pBR322 Replikationsursprung (z.B. die pET-Vektoren) die
Kulturen zuerst 6 h bei 37°C inkubiert wurden und die weitere Inkubation über Nacht erst
nach Zugabe von 15 µg/ml Chloramphenicol (siehe Tab. 2.6) erfolgte (Sambrook & Russell
2001). Die Konzentration der isolierten Plasmid-DNA wurde spektrophotometrisch ermittelt.
Hierbei wurde die erhaltene DNA-Lösung 1:100 mit dH2O verdünnt und ein UV-Spektrum
von 200 bis 300 nm mit Hilfe des Spektralphotometers UV-2101 PC (Shimadzu) gegen dH2O
als Referenz aufgenommen. Hierbei entsprach eine Absorption von 1 bei 260 nm einer DNA-
Konzentration von 50 ng/µl bzw. die isolierte DNA-Lösung hatte eine Konzentration von 5
µg/µl.
2.2.2.5 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation von E. coli

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen erfolgte unter Abwandlung des Proto-
kolls von Inoue für „Ultrakompetente Zellen“ (Inoue et al. 1990), wobei die Bakterien bei
30°C inkubiert wurden. Die hiermit hergestellten kompetenten Zellen wurden für die hetero-
logen Proteinexpressionen mittels Hitzeschock transformiert. Für Klonierungsschritte wurden
die Zellen mittels Elektroporation transformiert, um eine höhere Transformationseffizienz zu
erhalten. Hierfür wurden die Zellen entweder vom Hersteller gekauft oder mittels einer Stan-
dardmethode (Sambrook & Russell 2001) elektrokompetent gemacht.
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2.2.3 Heterologe Proteinexpression in E. coli und Proteinreinigung

2.2.3.1 Expression der Cytochrome P450
Die Transformation der E. coli Zellen erfolgte mittels Hitzeschock, wobei der pCWori+ Ex-
pressionsvektor von CYP266A1 (siehe Tab. 2.2) in BL21 Zellen eingebracht wurde und die in
dieser Arbeit erstellten pET-Vektoren (siehe Tab. 2.3) in C43(DE3) Zellen. Letztere Zellen
haben die Fähigkeit, die für die pET-Vektoren notwendige T7 Polymerase herzustellen, was
durch den Zusatz DE3 angezeigt wird. Nach erfolgreicher Transformation wurde mit den
transformierten Zellen eine 15 ml NB-Kultur angesetzt und über Nacht bei 37°C inkubiert.
Mit dieser Übernachtkultur wurde eine 250 ml TB-Hauptkultur im Volumenverhältnis 1/100
angeimpft. Die Zellen wurden bis zu einer optischen Dichte von OD600 1,0 bei 37°C und 85-
90 Upm inkubiert (Schüttler: innova 4230 oder Infors HT Multitron). Anschließend wurden
1mM IPTG (1M Stocklösung) und 0,5 mM δ-Aminolävulinsäure (δ-Ala; 0,5 M Stocklösung)
zugesetzt. IPTG diente dabei zum Starten der Expression durch Induktion der jeweiligen
Promotoren und δ-Ala als Hämvorläufermolekül zur Unterstützung der Hämsynthese der Bak-
terien. Die Kulturen wurden anschließend 28-30 h bei 28°C und 85-90 Upm inkubiert. Im
Folgenden wurden die Zellen mittels Zentrifugation (4500g, 30 min) vom Medium getrennt
und bis zur Reinigung der Proteine bei -20°C eingefroren.
2.2.3.2 Expression der Reduktase und des Flavodoxin A aus E. coli

Da die Gene der E. coli Fpr und des FldA ebenfalls in einem pET-Vektor eingebracht waren,
wurde die Expression äquivalent zu der zuvor beschriebenen Expression der Cytochrome
P450 durchgeführt, wobei hier nur 24 h und bei 30°C exprimiert wurde und keine Zugabe von
δ-Ala erfolgte.
2.2.3.3 Zellaufschluss mittels Ultraschall
Die bei -20°C eingefrorenen Zellen wurden auf Eis aufgetaut und anschließend in Puffer A
(50mM Kaliumhydrogenphosphatpuffer, pH 7.4, mit 300 mM Natriumchlorid und 20% v/v
Glyzerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) oder im Falle von Flavodoxin A in Puffer D (10 mM Tris-
Puffer, pH 7,4, 10% v/v Glycerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) resuspendiert unter Verwendung der
Faustregel 50-60 ml Puffer pro Zellen aus 1L Expressionskultur. Nach 5 min Rühren im Eis-
bad, um alle Zellen zu resuspendieren, wurden 500 µl PSMF (10 mg/ml in iso-Propanol) zu-
gesetzt. Anschließend wurden die Zellen unter weiterem Rühren im Eisbad mit Hilfe des Ult-
raschallgerätes (Bandelin Sonoplus H3200 mit Sonotrode TT13) 10 min lang aufgeschlossen.
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Hierbei wurden eine Amplitude von 15% und eine Pulstaktung von 15 s verwendet. Anschlie-
ßend wurde das Lysat durch Ultrazentrifugation bei 30000 g, 30 min (Hitachi Hitac CP 75β)
von den Zelltrümmern und unlöslichen Komponenten befreit.
2.2.3.4 Puffer zur Proteinreinigung
Tab. 2.7: Übersicht über die bei der Proteinreinigung verwendeten Puffer zur Lyse und zur
chromatographischen Trennung.

Bezeichnung Zusammensetzung Anwendung

Puffer A
50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,
300 mM NaCl
20% v/v Glycerin

Puffer B
50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,
300 mM NaCl
20 mM Imidazol
20% v/v Glycerin

Puffer C
50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,
300 mM NaCl
150 mM Imidazol
20% v/v Glycerin

IM
AC

Puffer D 10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4,
20% v/v Glycerin SE

C
Puffer E

10 mM Tris-Puffer, pH 7,4,
100 mM NaCl
10% v/v Glycerin

Puffer F
10 mM Tris-Puffer, pH 7,4,
800 mM NaCl
10% v/v Glycerin

IEX

2.2.3.5 Reinigung der 6-fach „His-getaggten“ Proteine
Das Zielprotein mit „His6-tag“ (Cytochrom P450 oder Fpr) wurde bei 4°C mittels „immobili-
zed metal ion affinity chromatography“ (IMAC) von den Fremdproteinen getrennt. Das Lysat
wurde mit Hilfe der Äkta Prime (Pharmacia) auf eine TALON® Metal Affinity Resin (Clon-
tech) gefüllte Säule (28 x 50 mm) mit einem Fluss von 1,5 ml/min geladen und anschließend
mit 100 ml Puffer A (50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, mit 300 mM Natriumchlorid, 20
mM Imidazol und 20% v/v und Glyzerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) gewaschen. Danach wurde
das Zielprotein mit 100 ml Puffer B (50 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, mit 300 mM
Natriumchlorid, 150 mM Imidazol und 20% v/v und Glyzerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) eluiert
und in 1 ml Fraktionen gesammelt. Am Ende wurde die Säule wieder mit 100 ml Lysepuffer
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äquilibriert. Die gesammelten Fraktionen wurden UV/Vis-spektroskopisch von 200 - 800 nm
vermessen und anhand der spezifischen Absorption der Zielproteine im sichtbaren Bereich
ausgewählt. Cytochrome P450 besitzen eine Absorption bei 420 nm (rot), Fpr bei 400 und 456
nm (gelb) und das Flavodoxin bei 369 und 464 nm (siehe auch 2.2.4.2)
Die Fraktionen mit dem gewünschten Protein wurden mittels Ultrafiltration (UF) (Millipore
Amicon®Ultra Ultracel®-50K) auf mindestens 1,5 ml konzentriert und bei 4°C einer Größe-
nauschluss-Chromatographie (SEC: „size exclusion chromatography“) unterzogen. Hierzu
wurde die konzentrierte Probe mit einer peristaltischen Pumpe auf eine mit Superdex™ 75
prep grade (GE Healthcare) gefüllte Säule mit einem Fluss von 0,1 ml/min gezogen und an-
schließend mit 100 ml Puffer C (20mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7.4, 20% v/v und Glyze-
rin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) und einem Fluss von 0,2 ml/min an der Äkta Prime eluiert. Hierbei
wurden wiederum 1 ml Fraktionen gesammelt und mittels UV/Vis-Spektroskopie qualitativ
vermessen.
Betrug nach der IMAC das Volumen der gesammelten Proben mehr als 10 ml, wurde alterna-
tiv zur SEC eine Dialyse in „SERVAPOR® (Serva; 21 mm Durchmesser, MWCO 12 000-14
000) Dialyseschläuchen gegen dreimal 1 l Puffer C durchgeführt und anschließend mittels UF
(Millipore Amicon®Ultra Ultracel®-50K) auf das gewünschte Volumen konzentriert.
2.2.3.6 Reinigung des Flavodoxin A aus E. coli

Das Flavodoxin A besitzt keinen „His-tag“ und konnte somit nicht mittels IMAC gereinigt
werden. Es wurde bei 4°C mittels Anionenaustausch-Chromatographie (AEX: „anion ex-
change chromatography“) gereinigt. Das Lysat wurde mit Hilfe der Äkta Prime (Pharmacia)
auf eine Source™ 30Q (GE Healthcare) gefüllte Säule (22 x 150 mm) gefüllt mit einem Fluss
von 1,5 ml/min geladen, die anschließend mit 100 ml Puffer E (10 mM Tris-Puffer, pH 7,4,
mit 100 mM Natriumchlorid und 10% v/v Glycerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) gewaschen wurde.
Danach wurde das Flavodoxin A mit linear ansteigender Natriumchloridkonzentration (3 mM
NaCl pro min; Fluss 1,5 ml / min) bis zu Puffer F (10 mM Tris-Puffer, pH 7,4, mit 800 mM
Natriumchlorid und 10% v/v Glycerin; siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) eluiert und in 4 ml Fraktionen
gesammelt. Am Ende wurde die Säule wieder mit 100 ml Puffer E äquilibriert. Die gesammel-
ten Fraktionen wurden UV/Vis-spektroskopisch von 200 - 800 nm vermessen und anhand der
spezifischen Absorption des Flavodoxins A im sichtbaren Bereich (369 und 464 nm; orange)
ausgewählt.
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Die Fraktionen mit Flavodoxin A wurden anschließend mittels UF auf mindestens 1,5 ml kon-
zentriert, wie zuvor beschrieben (siehe 2.2.3.5) mittels SEC gereinigt und auf das gewünschte
Volumen konzentriert.

2.2.4 UV/Vis-spektroskopische Methoden
2.2.4.1 Bestimmung der optischen Dichte
Zur Bestimmung der Wachstumsdichte der E. coli Kulturen wurde die optische Dichte bei 600
nm ermittelt. Dabei wurde mit Hilfe des Spektralphotometers UV-2101 PC (Shimadzu) der
Absorptionswert bei 600 nm gegen das jeweilige Medium als Referenz bestimmt.
2.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Reduktase und Flavodoxin aus E. coli

Zur Bestimmung der gereinigten Redoxproteine von E. coli wurden ihre spezifischen Absorp-
tionen im sichtbaren Bereich verwendet und die Konzentration anhand der Extinktionskoeffi-
zienten (ε) bestimmt. Die UV-Vis Spektren wurden in Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) über
einen Wellenlängenbereich von 200 - 800 nm aufgenommen. Die E. coli Reduktase lieferte
aufgrund der FAD-Domäne eine spezifische Absorptionsbande bei 456 nm (ε456nm = 7100 M-
1·cm-1) und das Flavodoxin A aufgrund seiner FMN-Domäne eine bei 464 nm (ε464nm = 8420
M-1·cm-1) (Jenkins & Waterman 1994).
2.2.4.3 Bestimmung der Cytochrom P450 Konzentration
Die Konzentration von Cytochromen P450 lässt sich mit Hilfe der CO-
Differenzspektroskopie (COD) nach Omura und Sato (Omura & Sato 1964a) ermitteln. Sie
besitzen im reduzierten CO gebundenen Zustand eine charakteristische Absorption bei 450
nm, woher auch ihr Name kommt. Für die Bestimmung wurden die gereinigten Proteine in
Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) 1:200 verdünnt und eine Spatelspitze Natriumdithionit
(Na2S2O4) zugegeben, um das Eisen im Hämring zu reduzieren. Im Anschluss erfolgte eine
Aufteilung der Probe in zwei Fraktionen. Eine Fraktion diente als Referenz, die andere wurde
1 min mit CO begast und schließlich über einen Wellenbereich von 400 - 500 nm vermessen.
Hierbei entsteht das für Cytochrome P450 typische CO-Differenzspektrum mit einem Maxi-
mum bei 450 nm und einem Minimum bei 420 nm. Anhand des Maximums wurde die Cy-
tochrom P450 Konzentration mit folgender Formel bestimmt:
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d
FAPc 490450)450(

c(P450) Cytochrom P450 Konzentration (in mM)
ΔA450-490 Differenz der Absorptionswerte bei 450 und 490 nm
F Verdünnungsfaktor (200)
ε Extinktionskoeffizient (91 mM-1cm-1)
d Schichtdicke der Küvette (1 cm)

2.2.4.4 Ermittlung potentieller Redoxpartner mittels CO-Differenzspektroskopie
Zur Ermittlung potentieller Redoxpartner für die Cytochrome P450 unabhängig von einem
Substratumsatz wurde die erste Elektronenübertragung der Redoxsysteme auf das Cytochrom
P450, d.h. die Reduktion des Hämeisens (FeIII), mittels CO Differenzspektroskopie betrachtet.
Dafür wurden einer 0,25 µM P450 Lösung in Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) anstatt des
Natriumdithionits die zu testenden Redoxpartner in verschiedenen Konzentrationen in Anwe-
senheit von 1 mM NADPH (10 mM Stocklösung) zugegeben. Die Probe wurde wiederum in 2
Fraktionen aufgeteilt, eine mit CO begast und jede Minute ein Differenzspektrum im Bereich
von 400-500 nm aufgenommen.
2.2.4.5 Ermittlung potentieller Substrate mittels Typ I-Differenzspektren
Die Suche nach Substraten erfolgte im Falle von CYP266A1 mittels Substrat induzierter Typ
I-Differenzspektren. Bei der Bindung der meist hydrophoben Substrate wird der axiale Was-
serligand des Hämeisens verdrängt, wobei dessen d-Elektronen vom low-spin zum high-spin
Zustand wechseln. Hierbei verschiebt sich das Absorptionsmaximum des Cytochroms P450
von 417 nm zu kleineren Wellenlängen (Jefcoate 1978). Für die Aufnahme der Spektren wur-
den Tandem-Küvetten verwendet (siehe Abb. 2.1). In den Kammern P2 und R2 befand sich
eine 2,5 µM Cytochrome P450 Lösung in Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7), in den Kammern
P1 und R1 lediglich Puffer C. Schließlich wurden 50 µM Substrat (10 mM Stocklösung) in
DMSO zu den Kammern R1 und P2 gegeben und nach 5 min ein Spektrum gemessen.

Abb. 2.1: Schema der verwendeten Tandem-Küvetten im Photometer; P = Probeküvette, R =
Referenzküvette.
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2.2.4.6 Cytochrom c Assay
Die meisten Ferredoxine übertragen sehr schnell Elektronen auf Cytochrome c. Die Redukti-
on von Cytochrome c kann bei einer Wellenlänge von 550 nm spektroskopisch verfolgt wer-
den und eignet sich somit, um die Elektronenübertragung von Reduktasen auf Ferredoxine
indirekt zu bestimmen und zu vergleichen. Hierfür wurden 0,5 µM der jeweiligen Reduktase
mit 100 µM Cytochrom c (1 mM Stocklösung) und verschiedenen Konzentrationen an Ferre-
doxin in Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) gemischt. Nach Zugabe von 200 µM NADPH (1
mM Stocklösung) wurde die Reduktion von Cytochrom c bei 550 nm mit Hilfe des Spektral-
photometers V630 (Jasco) über die Zeit bei 30°C verfolgt. Durch Auftragen der Anfangsge-
schwindigkeiten gegen die Ferredoxinkonzentrationen konnten die KM und Vmax Werte mittels
Michaelis-Menten Gleichung bestimmt werden.
2.2.4.7 Bestimmung des NADPH Verbrauchs und der Kopplungseffizienz
Um die Effizienz des Elektronentransfers von NADPH über die jeweiligen Redoxproteine der
Cytochrome P450 bis hin zum Substrat zu bestimmen, wurde der Verbrauch von NADPH
während der Reaktion gemessen. Hierzu wurden 1 µM Cytochrom P450, 3 µM Reduktase, 20
µM Ferredoxin und 100 µM Substrat in Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) gemischt und in eine
Küvette überführt. Danach wurde die Reaktion mit 100 µM NADPH (500 µM Stocklösung)
gestartet und der Elektronentransfer zu der jeweiligen Reduktase durch die Reduktion der
spezifischen Absorption von NADPH bei 320 nm mit Hilfe des Spektralphotometers V630
(Jasco) über die Zeit bei 30°C verfolgt. Nachdem das NADPH verbraucht war, wurde der An-
satz zweimal mit 1 ml Chloroform extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit-
tels Vakuum-Zentrifugen-Konzentrator (Univapo 100 H von UniEquip) bis zur Trockne ein-
gedampft und bei 4°C bis zur chromatographischen Analyse aufbewahrt. Aus der Menge an
entstandenem Produkt gegenüber dem NADPH Gesamtverbrauch lässt sich die Kopplungsef-
fizienz des jeweiligen P450-Systems ermitteln.
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2.2.5 Elektrophoretische Methoden

2.2.5.1 Agarose-Gelelektrophorese
Zur analytischen und präparativen Trennung von linearer, doppelsträngiger DNA wurden 50
ml 1%ige Agarosegele in 0,5 x TBE-Puffer (Sambrook & Russell 2001), versetzt mit 5 µl
GelRed (Biotium) zur Anfärbung der DNA, verwendet. Zur analytischen Trennung wurden
die DNA-Proben mit dem alkalischen Ladepuffer (Sambrook & Russell 2001) versetzt und in
die schmalen Taschen (10er Kamm: Taschengrundfläche 1 x 4,8 mm2) gefüllt. Zur präparati-
ven Trennung wurden die Proben erst 2-fach verdünnt (zur Verringerung der Nebeneffekte des
Basispuffers in der Probe), mit dem Ladepuffer versetzt und in die breiten Taschen (6er
Kamm: Taschengrundfläche 1,5 x 9 mm2) gefüllt. Die Trennung erfolgte in beiden Fällen in
einer Gelelektrophoresekammer (Typ B1A von Owl) mit 0,5 TBE als Elektrophoresepuffer,
wobei eine Spannung von 120 V mittels einer Spannungsquelle (Power Pac 300 von
BIORAD) angelegt wurde. Die Auswertung erfolgte durch eine „Molecular Imager Chemi-
DOC™ XRS+“ Station, wobei die Größen der durch UV Licht und GelRed angefärbten
DNA-Fragmente anhand des mitgelaufenen „Smart Ladder“ DNA-Markers (Eurogentec) ab-
geglichen wurden.
2.2.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Zur Überprüfung der Reinheit der hergestellten und gereinigten Proteine wurde eine diskonti-
nuierliche SDS-Page nach Laemmli (Laemmli 1970) durchgeführt. Hierfür wurde eine verti-
kale Hoefer Mighty-Small-Mini-Gel-Apparatur (Amersham Pharmacia Biotech) mit 15%igen
SDS-Trenngelen verwendet und die Trennung bei 60 mA durchgeführt (Sambrook & Russell
2001). Nach dem Anfärben der Proteine mit Coomassie-Lösung (0,1% w/v Coomassie Blue,
10% v/v Essigsäure, 40% v/v dH2O 50% v/v Methanol) und anschließendem Waschen des
Gels mit Entfärbelösung (10% v/v Essigsäure, 45% v/v dH2O 45% v/v Methanol) wurden die
Proteingrößen mit dem mitgelaufenen Protein-Marker IV der Firma peqlab verglichen.
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2.2.6 Cytochrom P450 abhängige Substratumsätze

2.2.6.1 In vitro Substratumsätze mit gereinigten Proteinen
Die Substratumsätze mit den Cytochromen P450 wurden in einem Gesamtvolumen von
250 µl Puffer D (siehe 2.2.3.4 Tab. 2.7) durchgeführt, wobei Glucose-6-phosphat und Gluco-
se-6-phosphatdehydrogenase als NADPH regenerierendes System der Reaktion hinzugefügt
wurde. Ein Reaktionsansatz enthielt jeweils 5 mM Glucose-6-phosphat (100 mM Stocklö-
sung), 1 U Glucose-6-phosphat-dehydrogenase (Roche), 1 mM MgCl2 (100 mM Stocklö-
sung), 0,5 µM Cytochrom P450, 1,5 µM der jeweiligen Reduktase, 10 µM Adx4-108 und 200
µM Substrat (10 mM Stocklösung in Ethanol oder DMSO). Die Reaktion wurde mit Zugabe
von 500 µM NADPH gestartet und nach einer Reaktionszeit von 1 h bei 30°C mit 500 µl
Chloroform oder Ethylacetat gestoppt. Bei Säuren wurde zur Protonierung der Carboxylgrup-
pe 10 µl einer 1 M HCl-Lösung zugesetzt. Zur Trennung der wässrigen und organischen Pha-
se wurde bei 10000 Upm, 10 min zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde anschließend erneut
mit 500 µl Lösemittel extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereint und mittels Vakuum-
Zentrifugen-Konzentrator (Univapo 100 H von UniEquip) bis zur Trockne eingedampft. Das
Extrakt wurde anschließend direkt analysiert oder bei 4°C bis zur Analyse aufbewahrt (jedoch
nicht länger als 4 Tage).
2.2.6.2 Ganzzellbiotransformationen in E. coli (in vivo Substratumsätze)
Für die Ganzzellbiotransformationen in E. coli wurden zwei verschiedene Systeme verwen-
det; zum einen das 1-Vektor-System basierend auf den in dieser Arbeit angefertigten, tri-
cistronischen Expressionsvektoren der pETMR-Serie (siehe 2.1.3 Tab. 2.3) und das, für die
verschiedenen CYP260A1-Gene verwendete, 2-Vektor-System bestehend aus dem pET22b
Vektoren bzw. den pETDuet Vektoren in Kombination mit dem pCDF_dFA Vektor (siehe
2.1.3 Tab. 2.3). Für beide Systeme wurden zuerst die jeweiligen E. coli Zellen, BL21(DE3)
oder C43 (DE3), mit den jeweiligen Vektoren transformiert und mit dem Transformationsan-
satz eine NB-Kultur über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden damit zwei
Glyzerinstocks angelegt, die nun für die folgenden in vivo Substratumsätze zur Verfügung
standen.
Mit den gewünschten Glyzerinstocks wurden vor jeder Ganzzellbiotransformation zuerst 15
ml NB-Kultur angeimpft und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden damit
die entsprechenden Hauptkulturen im Volumenverhältnis 1 zu 100 angeimpft. Die Kulturen
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wurden 3,5 h bei 37°C und 85-90 Upm inkubiert (Schüttler: innova 4230 oder Infors HT Mul-
titron). Anschließend wurden äquivalent zur Proteinexpression 1 mM IPTG (1 M Stocklö-
sung) und 0,5 mM δ-Ala (0,5 M Stocklösung) zugesetzt. Bei Verwendung von Medien, bei
denen die Kohlenstoffquelle durch die Autoinduktionslösung 5052 ersetzt wurde, wurde nur
0,5 mM δ-Ala zugesetzt. Nach dieser Zugabe wurden die Kulturen 20,5 h bei 28°C und 85-90
Upm inkubiert. Nach dieser Zeit (24h nach Beimpfung der Hauptkulturen) wurde 200 µM
Substrat zugesetzt und nun bei 30°C und 85-90 Upm weiter inkubiert. Zu bestimmten Zeit-
punkten wurden 500 µl Proben genommen, 2-mal mit 1 ml Chloroform extrahiert und die
vereinigten organischen Phasen wie zuvor beim in vitro Umsatz beschrieben behandelt.
Zur Herstellung größerer Mengen an Produkt wurden vier 250 ml M9CA-Hauptkulturen ver-
wendet und statt 200 µM 400µM Substrat zugesetzt. Die Kulturen wurden nach Substratzuga-
be 48 h bei 30°C und 85-90 Upm inkubiert, danach wurden die Zellen mittels Zentrifugation
(4500g, 30 min) vom Medium getrennt. Das 1 l Medium wurde 3-mal mit Chloroform im
Scheidetrichter extrahiert und die vereinten organischen Phasen am Rotationsverdampfer (Ro-
tavapor R-114 von Büchi) zur Trockne eingedampft. Die Zellen wurden mit Ethylacetat oder,
im Fall der Indigoproduktion von CYP109D1, mit DMSO gewaschen, die organische Phase-
eingedampft und das Extrakt mit dem aus der Flüssig-Flüssig-Extraktion erhaltenen vereinigt.

2.2.7 Chromatographische Methoden

2.2.7.1 HPLC-UV Messung
Zur Probenanalyse wurde eine Jasco HPLC-Anlage der 2000er Serie verwendet. Die Wellen-
länge des UV-Detektors richtete sich nach der Absorption der Analyten. Zur Trennung wurde
eine RP-Säule mit einer C18ec-Nucleodur® 100-5 Matrix (4 x 125 mm; Macherey-Nagel)
verwendet. Als Laufmittel dienten Wasser/Acetonitril Mischungen und die Proben wurden in
einer 70/30 Mischung aus Wasser und Acetonitril (MeCN) gelöst. Bei Säuren als Analyten
wurde dem Laufmittel 0,1% (v/v) Ameisensäure zugesetzt. Das Injektionsvolumen betrug 10
oder 20 µl und wurde bei einer Flussrate von 0,8 oder 1 ml/min mit Hilfe eines Niederdruck-
Gradientensystems getrennt. Hierbei kamen 2 Gradienten (siehe Tab. 2.8) zum Einsatz, ein
Gradient mit einer Laufzeit von 30 min (Gradient I, siehe) und ein Gradient mit einer Laufzeit
von 15 min (Gradient II).
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Tab. 2.8: Auflistung der beiden Gradienten I und II mit den jeweiligen Bedingungen.
Gradient I Gradient II

Flussrate 1 ml /min Flussrate 0,8 ml /min
Temperatur 40°C Temperatur 40°C

Laufmittel
A) H2O     + 10% (v/v) MeCN
B) 100% MeCN

Laufmittel
A) H2O     + 10% (v/v) MeCN
B) 100% MeCN

Zeit [min] A B Zeit [min] A B
0 70 30 0 70 30
5 70 30 1 70 30
20 20 80 9 10 90
25 20 80 10 10 90

25,5 70 30 10,1 70 30
30 70 30 15 70 30

2.2.7.2 LC-MS Messungen
Die LC-MS Messungen wurden bei zwei Kooperationspartnern durchgeführt. Zum einen
wurde mittels LC-MS eine Substratsuche am CNRS en Ile-de France Sud (Gif-sur-Yvette,
nahe Paris) in der Gruppe von Denis Pompon (jetzt Toulouse) durchgeführt. Dort wurde ein
Waters® Alliance® HT LC/MS System verwendet. Zum zweiten wurden unter Anleitung ei-
genständig Messungen an der Universität des Saarlandes in der Gruppe von Prof. Dietrich
Volmer bzw. Prof. Christian Huber, ausgewählte in vitro Substratumsätze gemessen. Hierbei
kam als HPLC eine Waters® Alliance® 2695 mit Dioden-Array-Detektor 990 und direkt ge-
koppeltem Ionenfallen-Massenspektrometer der Firma Bruker zum Einsatz. Als Ionisation
Methode wurde APCI (atmospheric pressure chemical ionisation) im positiven Modus ver-
wendet. Hierfür mussten den Laufmittelgemischen 0,1% (v/v) Ameisensäure zugegeben wer-
den, damit die Analyten vor der Ionisierung protoniert vorlagen. Die verwendete Säule war
äquivalent zu den HPLC-UV Messungen (siehe 2.2.7.1) und es wurde zur Trennung der Gra-
dient II verwendet.
2.2.7.3 Säulenchromatographie zur Isolierung der Produkte im mg Maßstab
Der getrocknete Extrakt der Ganzzellumsätze (siehe 2.2.6.2) wurde in Ethylacetat aufgenom-
men und das Umsatzgemisch aus Verunreinigungen, Substrat und Produkt mittels einer mit-
Kieselgel gefüllten Säule unter erhöhtem Druck in seine Bestandteile getrennt. Als mobile
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Phase kamen Mischungen zum Einsatz, die stufenweise zu einem höheren Gehalt von Ethyl-
acetat verändert wurden bis das gereinigt Produkt von der Kieselgel Säule eluierte. Die dabei
gesammelten Fraktionen wurden mittels Dünnschichtchromatographie (4 x 8 cm Kieselgelfo-
lie mit Fluoreszenzindikator 254 nm; Fluka) und Hexan/Ethylacetat Mischungen als Laufmit-
tel nochmals getrennt. Die Analyse erfolgte unter einer UV-Lampe bei 254 nm oder es wurde
ein Anisaldehyd-Färbebad (2% Anisaldehyd, 1,5% Essigsäure, 5% konz. Schwefelsäure in
Ethanol) zur Anfärbung der Analyten verwendet. Die gereinigtes Produkt enthaltenden Frakti-
onen wurden vereinigt und das Lösemittel am Rotationsverdampfer eingedampft.
2.2.7.4 Semipräparative HPLC-Trennung zur Isolierung der Produkte im mg

Maßstab
Im letzten Jahr dieser Dissertation stand der Forschungsgruppe eine neue Jasco HPLC-Anlage
der 2000er Plus-Serie mit Hochdruckgradienten-System zur Verfügung. Im Gegensatz zur
oben genanten Anlage der 2000er-Serie (siehe Kapitel 2.2.7.1) besaß diese Anlage einen Dio-
denarray Detektor (Jasco MD-2010 Plus) sowie einen Autosampler mit 1 ml Injektionsvolu-
men und der zusätzlichen Option ohne Probenverlust zu injizieren. Dies bot eine alternative
Möglichkeit für die Produktisolierung gegenüber der vorher angewandten, klassischen Säu-
lenchromatographie (siehe Kapitel 2.2.7.3). Zur Probenvorbereitung wurde, nach Abdampfen
der organischen Phase, zuerst 5 ml Acetonitril und anschließend 5 ml Wasser zu dem Extrakt
gegeben. Die dabei entstehende rote Suspension wurde mit einer 20 ml Spritze mit Injekti-
onsnadel aufgezogen und mittels Acrodisc® PTFE Spritzenfilter (d = 0,45µm) der Firma
PALL filtriert. Die dabei entstehende Lösung wurde in 1 ml Aliquots aufgeteilt und jeweils
über eine semipräparative RP-Säule mit einer C18ec-Nucleodur® 100-5 Matrix (8 x 250 mm;
Macherey-Nagel) getrennt. Die Elution erfolgte über einen Gradienten äquivalent zu Gradient
II (siehe Tab. 2.8), aber mit einer Flussrate von 3,2 ml/min. Die Fraktionen wurden mit einem
Advantec CHF122 SB Fraktionssammler gesammelt und das Lösemittel zuerst am Rotations-
verdampfer eingeengt. Anschließend wurde das Produkt über Nacht unter Vakuum getrocknet.
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2.2.8 NMR-Spektroskopie
Die isolierten Produkte wurden an der Universität des Saarlandes von Dr. Josef Zapp (Phar-
mazeutische Biologie) mittels NMR-Spektroskopie vermessen. Von den Produkten wurden
jeweils ~ 10 mg in deuteriertem Chloroform (CDCl3) oder Methanol (CHD2OD) gelöst und
1H and 13C NMR-Spektren mit einem Bruker DRX 500 NMR Spektrometer aufgenommen.
Alle chemischen Verschiebungen wurden relativ zu CHCl3 bei  7,24 oder CHD2OD bei
3,35 im 1H NMR und CDCl3 bei  77,00, oder CHD2OD bei 49,3 im 13C NMR angegeben.
Hierbei wurde die Standardbezeichnung für  in parts per million (ppm) verwendet. Die
zweidimensionalen NMR Spektren wurden als gs-HH-COSY, gs-NOESY, gs-HSQC and gs-
HMBC aufgenommen. Die Auswertung erfolgte eigenständig mit der Unterstützung von Dr.
Josef Zapp.
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D✆✂ G✂☎✂ ✼✂� ✽ünf zu untersuchenden Cytochrome P450 wurden im Rahmen der vorangegan-
genen Promotion von Dr. Yogan Khatri bereits erfolgreich aus der genomischen DNA von
Sorangium cellulosum So ce56 amplifiziert und mit einem C-terminalen „His6-tag“ in den
Expressionsvektor pCWori+ kloniert (Khatri 2009, Khatri et al. 2011). Anschließend konnten
sie nach Expression in E. coli BL21 erfolgreich gereinigt werden. Da die Ausbeuten  für
CYP109D1, CYP260A, CYP260B1 und CYP 264A1 im Gegensatz zu CYP266A1 unter 1000
nmol/l lagen, sollten in der vorliegenden Arbeit das Expressionslevel durch den Einsatz eines
Expressionsvektors der pET-Serie (Novagen) und des dazu passenden Bakterienstamms E.
coli C43(DE3) gesteigert werden. Bei diesem Expressionssystem ist das Gen des Zielproteins
unter der Kontrolle eines starken T7-Promotors (Studier & Moffatt 1986), wobei die benötigte
T7-RNA-Polymerase im Genom des Expressionswirtes unter Kontrolle eines lacUV5-
Promotors steht (diese Stämme werden mit der Abkürzung DE3 gekennzeichnet). Der hier
verwendete C43(DE3) Stamm besitzt gegenüber seinem Ursprungsstamm BL21(DE3) min-
destens eine, bisher nicht näher charakterisierte Mutation, welche zu einer erhöhten Überex-
pression von membranständigen und globulären Proteinen führt (Miroux & Walker 1996). Die
Gene von CYP109D1, CYP260A1, CYP260B1 und CYP264A1 wurden mit den Restriktions-
enzymen NdeI und HindIII aus dem jeweiligen pCWori+ ausgeschnitten und zwischen die
entsprechenden Schnittstellen in den pET17b-Expressionsvektor (siehe ✾✿✿❀ ❁❀❂) kloniert.
Nach erfolgreicher Transformation der C43(DE3) Zellen mit dem jeweiligen pET17b-Vektor
erfolgte die Expressionen unter den gleichen Bedingungen wie mit den vorherigen pCWori+-
Vektoren und den BL21 Zellen. Nach erfolgreicher Reinigung mittels IMAC und Gelfiltration
wurden die Ausbeuten an aktivem Protein mittels COD-Spektren (siehe Abb. 3.2 und Abb.
3.4) bestimmt und mit den in der Dissertation von Khatri beschriebenen Werten (Khatri 2009)
verglichen. Hierbei konnten in allen Fällen die Ausbeuten deutlich gesteigert werden. Die
höchste Steigerung konnte bei der Expression von CYP109D1 erreicht werden und betrug
87,5%. Die Ausbeuten von CYP260A1 lagen bei 1000 nmol/l, dies entsprach einer Steigerung
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von 17%. Auch bei CYP260B1 und CYP264A1 wurden die Ausbeuten um 20% bzw. 25%
gesteigert (siehe Tab. 3.1).

❃❄❄❅ ❆❅❇❈ Schematische Darstellung der in dieser Arbeit klonierten pET17b-Vektoren zur Ex-
pression der Cytochrome P450. Elemente für die rekombinante Proteinexpression sind der
durch IPTG induzierbare T7-Promotor (P_T7) und der T7-Terminator (T_T7). Für die Plas-
midreplikation ist der Replikationsursprung pBR322 ori und für die Selektion das Gen für die
Ausbildung der Ampicillinresistenz (ApR) verantwortlich. Die Restriktionsschnittstellen zur
Klonierung der P450 Gene sind am 5´-Ende NdeI und am 3´-Ende HindIII und EcoRI.

❉❊❄❅ ❆❅❇❈ Übersicht und Vergleich der Ausbeuten an gereinigten Cytochromen P450 mit den
pCWori+- (Khatri 2009) und den in dieser Arbeit eingesetzten pET17b-Expressionssystemen
in BL21 bzw. C43(DE3) Zellen.

❋●❍■❏❑▲▲❊▼❏ ❑▲■❏●▲❏
❃❄◆❅

❃❖P❄❏❖■❏ ▼❑■ ◗❘Wori+

[nmol/l]
Ausbeute mit pET17b

[nmol/l Kultur]
CYP266A1 C2 ~ 1200 nicht kloniert
CYP109D1 C8 ~ 400 ~ 900
CYP260A1 C17 ~ 850 ~ 1000
CYP260B1 C16 ~ 100 ~ 120
CYP264A1 C5 ~ 440 ~ 550



Ergebnisse

53

❙❚❚❯ ❱❯❲❳ COD-Spektren der in dieser Arbeit erfolgreich exprimierten Cytochrome P450;
CYP266A1, CYP109D1, CYP260A1,CYP260B1, CYP264A1 und ΔCYP260A1.

In der vorangegangenen Promotion von Dr. Yogan Khatri wurden die Cytochrome P450 an-
hand von Einträgen (übermittelt 08.05.2005) in der P450 Datenbank (http://drnelson.uthsc.
edu/CytochromeP450.html) ausgewählt, kloniert und exprimiert. Während der Arbeiten an der
vorliegenden Promotion wurde eine Diskrepanz zwischen dem Eintrag für CYP260A1 in der
P450 Datenbank und dem Eintrag in der NCBI-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
gefunden, welcher nach Veröffentlichung des Genoms von Sorangium cellulosum Soce56 im
Jahre 2007 (Schneiker et al. 2007) erschien. Hierbei wurde das Gen in der NCBI-Datenbank
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150 Basen und somit 50 Aminosäuren (AS) kleiner veröffentlicht als in der P450 Datenbank,
was aus einer Verschiebung des zuvor angenommenen Startcodons ATG im gleichen ORF
(„open reading frame“) zu dem nächstmöglichen Startcodon resultierte. Nach Entdeckung
dieser Diskrepanz stellte sich die Frage, welcher Eintrag dem Enzym in der Realität ent-
spricht, da bis dahin auch schon die Aktivität des zuerst publizierten CYP260A1 (P450 Da-
tenbank) durch Substratumsätze gezeigt werden konnte (Ewen 2009, Khatri 2009). Aus die-
sem Grund wurde im Rahmen dieser Arbeit auch das um 50AS kürzere Protein, CYP260A1
M1_S50del, hergestellt, welches zur Vereinfachung als ΔCYP260A1 (ΔC17) bezeichnet wur-
de. Um das Protein herzustellen, wurde zunächst eine NdeI-Restriktionsschnittstelle durch
ortsgerichtete Mutagenese mit Hilfe der Primer QC_dC17_for und QC_dC17_rev (siehe Tab.
2.1) vor das alternative Startcodon eingeführt. Anschließend wurde es, wie zuvor bei den an-
deren P450s beschrieben, ausgeschnitten und in einen pET-Expressionsvektor kloniert. Hier-
bei handelte es sich aber nicht um den pET17b-Vektor sondern um das pET22b-Konstrukt,
weil zu diesem Zeitpunkt dieser Vektor aus strategischen Gründen bevorzugt wurde (siehe
3.7.2). Nach Expression und Reinigung wurden ~ 910 nmol/l Kultur aktives ΔCYP260A1
erhalten (siehe Abb. 3.2 und Abb. 3.4). Dies bedeutet, dass das Protein auch in der kurzen
Version mit intaktem Häm und in etwa gleichen Mengen exprimiert werden kann.

❨❩❬❩❭ ❪❫❴❵❛❜❛❝❞❡❢❣❜❤✐❥❴❦❣ (Fpr) und Flavodoxin A (FldA) aus E. coli

Die Expressionsvektoren pET16_Fpr für die Flavodoxinreduktase (Girhard et al. 2010) und
pET11a_FldA für das Flavodoxin A (Jenkins & Waterman 1994) wurden von den Arbeitgrup-
pen von Prof. Vlada Urlacher (Universität Düsseldorf, D) und Prof. Michael Waterman
(Nashville University, US) zur Verfügung gestellt. Hierbei beinhaltete das Gen für die Reduk-
tase einen N-terminalen „His6-tag“ und wurde nach erfolgreicher Expression in C43(DE3)
Zellen genauso wie die Cytochrome P450 gereinigt. Das Flavodoxin A wurde wie die Reduk-
tase exprimiert, wobei mangels „His6-tag“ keine Reinigung mittels „IMAC“ möglich war. Aus
diesem Grund wurde ein starker Anionenaustauscher (Q, quartäres Ammoniumion als funkti-
onelle Gruppe) mit anschließender Gelfiltration verwendet. Beide Proteine zeigten im sichtba-
ren Bereich ihre charakteristischen Spektren (Jenkins & Waterman 1994) mit den Absorpti-
onsmaxima 400 und 456 nm bei der Flavodoxinreduktase bzw. 369 nm und 464 nm bei
Flavodoxin A. Über die Spektren wurden auch die Ausbeuten an gereinigtem Protein be-
stimmt. Diese betrugen ~ 920 nmol/l Kultur bei der Reduktase und ~ 510 nmol/l Kultur bei
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dem Flavodoxin (siehe Abb. 3.3). Die Reinheit wurde wie bei den Cytochromen P450 mittels
SDS-Page ermittelt und betrug über 98% (siehe Abb. 3.4).

❧♠♠♥ ♦♥♦♣ Vis-Spektren der Flavodoxinreduktase (Fpr) und des Flavodoxin A (FldA); erkenn-
bar sind die charakteristischen Absorptionsmaxima der Fpr bei 400 und 456 nm bzw. der Ma-
xima des FldA bei 369 und 464 nm.

❧♠♠♥ ♦♥q♣ Bild der Coomassie Blau gefärbten SDS-PAGE mit den in der Arbeit gereinigten
Proteinen: CYP266A1 (Spur 1); CYP109D1 (Spur 2), CYP260A1 (Spur 3), CYP260B1 (Spur
4), CYP264A1 (Spur 5), ΔCYP260A1 (Spur 6) Proteinmarker mit Beschriftung, Fpr aus E.
coli (Spur 7) und Flavodoxin A (FldA) aus E. coli (Spur 8).
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rst ✉✈✇①✇②③④①⑤⑥⑤④①⑦⑧⑨ ⑩❶⑧ ✉❷❸t❹❹❺❻

CYP266A1 ist wie schon in Kapitel 3.1.1 gezeigt ein leicht und in hohen Ausbeuten expri-
mierbares Cytochrom P450 aus Sorangium cellulosum So ce56. In der Arbeit von Khatri wur-
den aber neben der erfolgreichen Expression keine weiteren Untersuchungen mit diesem P450
gemacht (Khatri 2009). Später konnte die Bindung der Fettsäuren Myristinsäure (001)a, Pal-
mitinsäure (002) und Laurinsäure (065), im aktiven Zentrum von CYP266A1 gezeigt werden,
wobei ein Substratumsatz mit Hilfe der autologen Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 in Kombinati-
on mit ihrer Reduktase FdR_B nicht erreicht werden konnte (Khatri et al. 2010b). Aus diesem
Grund sollten in der vorliegenden Arbeit zunächst andere mögliche Redoxpartner gesucht
werden und nach erfolgreicher Identifizierung neuer Substrat eine CYP266A1 Katalyse er-
möglicht werden.

❼❽❾❽❿ ➀➁➂➃➄➅➆➇➈➉➁➇➊➂➁➉➈➊➋➊➌➊➁➇➍➉➎

Neben der bereits erwähnten Ferredoxinen Fdx2 und Fdx8 wurden in dieser Arbeit nun auch
die anderen Ferredoxine aus dem Ursprungsorganismus, Sorangium cellulosum So ce56, in
Kombination mit ihren möglichen Reduktasen FdR_A und FdR_B getestet. Außerdem kamen
auch die im Institut von Prof. Bernhardt vorhandenen heterologen Redoxsysteme zum Ein-
satz. Da keine Substratumsätze für CYP266A1 beschrieben waren, wurde zuerst der Elekto-
nentransfer der Redoxproteine auf das Hämeisen mittels CO-Differenzspektroskopie zur Be-
stimmung der Redoxpartner verfolgt. Innerhalb von 15 min konnten bei keiner Kombination
eine Reduktion des Hämeisens durch CO Bindung festgestellt werden (siehe Tab. 3.2). Erst
nach 15 min konnten bei 3 Kombinationen eine Absorption bei 450 nm und somit eine Re-
duktion festgestellt werden, nämlich bei den schon bekannten autologen Redoxpartnern Fdx2
und Fdx8 in Kombination mit FdR_B und dem heterologen Redoxsystem von E. coli, Fpr und
FldA. Das Maximum der Reduktion stellte sich in allen drei Fällen bei 30 min ein. Für die
folgenden Substratumsätze wurden daher diese Redoxysysteme eingesetzt.

a dreistellige Nummerierung bzw. Codierung der als Substrate getesteten Verbindungen zum Nachschlagen
der Strukturfromeln im Anhang
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➏➐➑➒ ➓➒➔: Ergebnis der Redoxpartnersuche für CYP266A1 mittels CO-
Differenzspektroskopie. Die erhaltenen Absorptionswerte bei 450 nm wurden mit den mit
Natriumdithionit erreichten Werten verglichen. Je nach Kombination der Redoxproteine wur-
den verschiedene Verhältnisse gegenüber CYP266A1 eingesetzt.

→➣↔➑↕➙➐➛↕➣➙
Red / Fdx (Fld)

➜➝➞➟ältnis
Red:Fdx(Fld):CYP266A1

Absorption bei 450nm [%]
gegenüber Na2S2O4

Autologe Redoxpartner aus Sorangium cellulosum So ce56
Fdx1 3:10:1 kein Signal
Fdx2 3:10:1 kein Signal
Fdx3 3:10:1 kein Signal
Fdx5 3:10:1 kein Signal

FdR_A
Fdx8 3:10:1 kein Signal
Fdx1 3:10:1 kein Signal
Fdx2 3:10:1 ~ 72% (nach 30 min)
Fdx3 3:10:1 kein Signal
Fdx5 3:10:1 kein Signal

FdR_B
Fdx8 3:10:1 ~ 76% (nach 30 min)

Heterologe Redoxpartner
Adx

(B. taurus) 3:40:1 kein Signal
Adx4-108(B. taurus) 3:40:1 kein Signal

AdxS112W
(B. taurus) 3:40:1 kein Signal

etpIfd
(S. pombe) 3:40:1 kein Signal

AdR
(B. taurus)

EtpIfd (516–618)
(S. pombe) 3:40:1 kein Signal

FldA
(E. coli) 10:50:1 ~ 54% (nach 30 min)Fpr

(E. coli) Cdx
(C. braakii) 3:40:1 kein Signal

3.2.2 Identifizierung potentieller Substrate mittels Typ I-Spektren

Da mit den publizierten Redoxpartnern FdR_B in Kombination mit Fdx2 und Fdx8 bisher
keine Umsätze mit den potentiellen Substraten Myristinsäure (001), Palmitinsäure (002) und
Laurinsäure (065) erreicht werden konnten (Khatri et al. 2010b), wurde die Identifizierung
von möglichen Substraten zunächst nicht direkt per in vitro Umsatz durchgeführt, sondern es
wurde die Bindung der Substanzen im aktiven Zentrum von CYP266A1 mittels Typ I-
Spektren betrachtet. Hierbei handelt es sich um eine spektroskopische Verschiebung der 417
nm Absorption des Cytochroms P450, welche durch die Bindung des Substrates und Verdrän-
gung des axialen Wasserliganden am Hämeisen induziert wird. Als mögliche Substrate wur-
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den aus der allgemeinen Substanzbibliothek (siehe Anhang 6) nun verschiedene Verbindungen
ausgesucht und überprüft (siehe Tab. 3.3), ob sie eine Typ I-Verschiebung bei CYP266A1
induzieren. Es zeigte sich, dass vor allem Terpensäuren, wie Abietinsäure (009), Enoxolon
(014) und Oleanolsäure (018), als auch kleinere Isoprenoide mit nur einer Carbonylgruppe
wie (+)-Nootkaton, α-Ionon (037) und β-Ionon (038) eine Typ I Verschiebung von CYP266A1
induzieren. Bei 9 Verbindungen konnte nicht sicher eine Verschiebung festgestellt werden, da
die Absorptionswerte nicht deutlich aus dem Rauschen des Spektrophotometers hervortraten.
Insgesamt wurden neben den bekannten Fettsäuren somit 40 neue Verbindungen getestet, wo-
bei neben den drei bekannten Substanzen 10 weitere als potentielle Substrate in Frage kom-
men. Von diesen sollten nun 9 (alle bis auf die Fettsäuren) mit den zuvor ermittelten Redox-
systemen (siehe 3.2.1) FdR_B/Fdx2, FdR_B/Fdx8 und Fpr/FldA umgesetzt werden. Hierbei
wurden 0,5 µM CYP266A1 (siehe 2.2.6.1) und passend hierzu die verschiedenen Redoxpart-
ner in den gleichen Verhältnissen wie in Tab. 3.2 eingesetzt. Leider konnte bei allen 9 Substra-
ten mit den 3 Redoxsystemen kein Umsatz festgestellt werden. Es wurde also kein neues Sub-
strat identifiziert.

➠➡➢➤ ➥➤➥➦ Übersicht über die mittels TYP I Verschiebung überprüften Verbindungen mit
CYP266A1; positive Ergebnisse sind mit einem Pluszeichen, negative mit einem Minuszei-
chen und unsichere mit einem Fragezeichen gekennzeichnet.

➧➨➩➢➫➭➯➲➭➳ (Nr.) Stoffklasse Typ I
Verschiebung

Palmitinsäure (001) (Khatri et al. 2010b) Fettsäure +
Myristinsäure (002) (Khatri et al. 2010b) Fettsäure +

4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004) O-Heterozyklus ?
Pyrenbutansäure (005) Polyaromat +

Ursolsäure (006) Triterpensäure -
Betulinsäure (007) Triterpensäure -

Indol (008) N-Heterozyklus ?
Abietinsäure (009) Diterpensäure +

11-Ketoboswelliasäure (010) Triterpensäure ?
Acetylketoboswelliasäure (011) Triterpensäure -

Enoxolon (014) Triterpensäure +
Östron (015) C18-Steroid -

Cortison (016) C21-Steroid -
11-Deoxycorticosteron (017) C21-Steroid -

Oleanolsäure (018) Triterpensäure +
Androstendion (019) C19-Steroid -
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Progesteron (020) C21-Steroid ?
Isolongifolen-9-on (021) Sesquiterpen +

Tolbutamid (022) Wirkstoff ➵

7-Methoxy-3-Phenyl-Cumarin (023) O-Heterozyklus ?
(+)-Nootkaton (025) Sesquiterpen +

Cumarin (026) O-Heterozyklus ?
Zimtsäure (027) Aromat -

Flavon (029) O-Heterozyklus +
7-Ethoxy-Cumarin (031) O-Heterozyklus -

Ethisteron (032) Wirkstoff ?
3-Indolbuttersäure (034) N-Heterozyklus -
3-Indolpropansäure (035) N-Heterozyklus -

α-Ionon (037) Norisopren +
β-Ionon (038) Norisopren +

Testosteron (040) C19-Steroid -
1-Napthoesäure (044) Aromat -
2-Napthoesäure (045) Aromat -

Pyren (047) Polyaromat -
Mifepriston (058) Wirkstoff -

Melengestriol Acetat (059) Wirkstoff ?
Tryptophan (060) Aminosäure -

7-Methoxy-4-Methyl-Cumarin (062) O-Heterozyklus ?
7-Methoxy-4-Trifluoromethyl-Cumarin (063) O-Heterozyklus -

Pyrenbutanol (064) Polyaromat -
Laurinsäure (065) (Khatri et al. 2010b) Fettsäure +

Stearinsäure (066) Fettsäure +
Erythromycin (070) Antibiotika -
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➸➺➸ ➻➼➽➾➚➪➶➚➹➘➴➷➚➹➬➹➮➹➴➪➼➷➱ ➬ür CYP109D1, CYP260A1,
CYP260B1, CYP264A1 und ΔCYP260A1

Für die P450s CYP109D1, CYP260A1 und CYP264A1 wurden von Herrn Dr. Khatri Redox-
partner identifiziert, die das Hämeisen reduzieren (Khatri 2009, Khatri et al. 2010b). Er konn-
te weiterhin zeigen, dass das System bestehend aus AdR und Adx4-108 effizienter als das Sys-
tem bestehend aus den homologen Redoxpartnern ist und konnte mit CYP109D1 und
CYP260A1 schon eine Reihe identifizierter Substrate umsetzten (siehe Einleitung 1.4). Für
die Suche nach Substraten konnten aus diesem Grund das AdR - Adx4-108 Redoxsystem einge-
setzt werden, um direkt mittels in vitro Umsätzen neue Substrate aus der allgemeinen Sub-
stanzbibliothek und der Bibliothek von Gif-sur-Yvette (siehe Anhang 6 und 6.2) zu identifizie-
ren. Für CYP260B1 und ΔCYP260A1 ging man davon aus, dass aufgrund der Ähnlichkeit
zum CYP260A1 ebenfalls AdR und Adx4-108 als Redoxpartner fungieren können.

3.3.1 Identifizierung neuer Substrate für CYP109D1

CYP109D1 kann mit AdR und Adx4-108 als Redoxpartner verschiedene Fettsäuren umsetzen,
wie Myristinsäure (001), Palmitinsäure (002) und Laurinsäure (065) (Khatri et al. 2010b).
Auch die Sesquiterpene Geraniol (068), Nerol (069) und R(+)-Limonen (42), sowie die Nor-
sioprenoide α-Ionon (037) und β-Ionon (038) werden von CYP109D1 umgesetzt (Khatri
2009, Khatri et al. 2010a). Das Ziel dieser Arbeit war es nun für CYP109D1 weitere Substrate
zu finden, da bis dahin nur Fettsäuren, Mono- und Sesquiterpene untersucht wurden. Hierfür
wurden vor allem Heterozyklen und steroidale Substanzen getestet. Insgesamt wurden 45
Substanzen, darunter die bekannten Substrate α-Ionon (037) und β-Ionon (038) als Positiv-
kontrollen, getestet und mittels HPLC analysiert (siehe Tab. 3.4). Neben den bekannten Sub-
straten konnten aber keine weiteren Substratumsätze beobachtet werden. Aus diesem Grund
wurden für die späteren Ganzzellumsätze α-Ionon (037) als Modellsubstrat genommen.
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✃❐❒❮ ❰❮ÏÐ Übersicht über die in den CYP109D1-abhängigen in vitro Umsätzen getesteten Ver-
bindungen aus der allgemeinen Substanzbibliothek und der Bibliothek von Gif-sur-Yvette.
Substrate sind mit einem Pluszeichen und die Substanzen, die nicht umgesetzt wurden, mit
einem Minuszeichen gekennzeichnet.

ÑÒÓ❒ÔÕÖ×ÕØ (Nr.) Stoffklasse Umsatz
Santonin (003) Sesquiterpen -

4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004) O-Heterozyklus -
Indol (008) N-Heterozyklus -

Abietinsäure (009) Diterpensäure -
11-Ketoboswelliasäure (010) Triterpensäure -

Acetylketoboswelliasäure (011) Triterpensäure -
Chinolin (012) N-Heterozyklus -

Corticosteron (013) C21-Steroid -
Enoxolon (014) Triterpensäure -

Östron (015) C18-Steroid -
Cortison (016) C21-Steroid -

11-Deoxycorticosteron (017) C21-Steroid -
Androstendion (019) C19-Steroid -

Progesteron (020) C21-Steroid -
(+)-Nootkaton (025) Sesquiterpen -

Cumarin (026) O-Heterozyklus -
Zimtsäure (027) Aromat -

Flavon (029) O-Heterozyklus -
3-Indolbuttersäure (034) N-Heterozyklus -
3-Indolpropansäure (035) N-Heterozyklus -

α-Ionon (037) (Khatri et al. 2010a) Norisopren +
β-Ionon (038) (Khatri et al. 2010a) Norisopren +

Testosteron (040) C19-Steroid -
1-Napthoesäure (044) Aromat -
2-Napthoesäure (045) Aromat -

7-Methoxy-4-Methyl-Cumarin (062) O-Heterozyklus -
7-Methoxy-4-Trifluor-Cumarin (063) O-Heterozyklus -

Thionin Acetat (G02) Fettsäure -
Vanilin (G03) Aromat -

Warfarin (G04) O-Heterozyklus -
4-Acetamidobenzaldehyd (G05) Aromat -

Berberin (G06) Alkaloid -
p-Anisoin (G07) Aromat -

Chlorzoxazon (G08) Heterozyklus -
Katechin (G09) O-Heterozyklus -

α-Napthoflavon (G14) O-Heterozyklus -
β-Napthoflavon (G15) O-Heterozyklus -
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Biochanin (G17) O-Heterozyklus Ù

Hesperitin (G20) O-Heterozyklus Ù

6-Methylflavon (G21) O-Heterozyklus Ù

Apigenin (G24) O-Heterozyklus Ù

Genistein (G25) O-Heterozyklus Ù

Quercetin (G26) O-Heterozyklus Ù

Daidzein (G27) O-Heterozyklus Ù

Kämpferol (G28) O-Heterozyklus Ù

ÚÛÚÛÜ ÝÞßàáâãáäåæçáäèäéäæâÞçê èëâ ìíîÜïðñò

Für CYP264A1 konnte zwar die erste Elektronenübertragung von AdR und Adx4-108 mittels
CO-Differenzspektroskopie bereits gezeigt werden (Khatri et al. 2010b). Nun aber sollten
auch Substratumsätze erfolgen, was bisher noch nicht möglich war. Es wurden aus der Sub-
stanzbibliothek 51 Substrate getestet (siehe Tab. 3.5). Hierbei konnte bei den HPLC-Analysen
ein geringer Umsatz (unter 1%) von Flavanon (G11) gezeigt werden, welcher aber aufgrund
der geringen Effizienz nicht weiterverfolgt wurde. Nur das Substrat 4-Methyl-3-
Phenylcumarin (04) konnte effizient von CYP264A1 umgesetzt werden.

óôõö ÷öøù Übersicht über die in den CYP264A1-abhängigen in vitro Umsätzen getesteten Ver-
bindungen aus der allgemeinen Substanzbibliothek und der Bibliothek von Gif-sur-Yvette.
Substrate sind mit einem Pluszeichen und die Substanzen, die nicht umgesetzt wurden, mit
einem Minuszeichen gekennzeichnet.

úûüõýþÿ�þ✁ (Nr.) Stoffklasse Umsatz
Santonin (003) Sesquiterpen -

4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004) O-Heterozyklus +
Indol (008) N-Heterozyklus -

Abietinsäure (009) Diterpensäure -
11-Ketoboswelliasäure (010) Triterpensäure -

Acetylketoboswelliasäure (011) Triterpensäure -
Enoxolon (014) Triterpensäure -

11-Deoxycorticosteron (017) C21-Steroid -
Androstendion (019) C19-Steroid -

Progesteron (020) C21-Steroid -
(+)-Nootkaton (025) Sesquiterpen -

Cumarin (026) O-Heterozyklus -
Zimtsäure (027) Aromat -
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Flavon (029) O-Heterozyklus ✂

7-Ethoxy-Cumarin (031) O-Heterozyklus ✂

3-Indolbuttersäure (034) N-Heterozyklus ✂

3-Indolpropansäure (035) N-Heterozyklus ✂

Testosteron (040) C19-Steroid ✂

1-Napthoesäure (044) Aromat ✂

2-Napthoesäure (045) Aromat ✂

7-Methoxy-4-Methyl-Cumarin (062) O-Heterozyklus ✂

7-Methoxy-4-Trifluor-Cumarin (063) O-Heterozyklus ✂

Piperidin (G01) N-Heterozyklus ✂

Thionin Acetat (G02) Fettsäure ✂

Vanilin (G03) Aromat ✂

Warfarin (G04) O-Heterozyklus ✂

4-Acetamidobenzaldehyd (G05) Aromat ✂

Berberin (G06) Alkaloid ✂

p-Anisoin (G07) Aromat ✂

Chlorzoxazon (G08) Heterozyklus ✂

Katechin (G09) O-Heterozyklus ✂

7-Hydroxyflavon (G10) O-Heterozyklus ✂

Flavanon (G11) O-Heterozyklus +
3,7-Dihydroxyflavon (G12) O-Heterozyklus -

Chrysin (G13) O-Heterozyklus -
α-Napthoflavon (G14) O-Heterozyklus -
β-Napthoflavon (G15) O-Heterozyklus -

3-Hydroxyflavon (G16) O-Heterozyklus -
Biochanin (G17) O-Heterozyklus -

6-hydroxyflavon (G18) O-Heterozyklus -
6-methoxyflavon (G19) O-Heterozyklus -

Hesperitin (G20) O-Heterozyklus -
6-Methylflavon (G21) O-Heterozyklus -

Apigenin (G24) O-Heterozyklus -
Genistein (G25) O-Heterozyklus -
Quercetin (G26) O-Heterozyklus -
Daidzein (G27) O-Heterozyklus -

Kämpferol (G28) O-Heterozyklus
2-Acetamidfluorene (G29) O-Heterozyklus -
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4-Methyl-3-Phenylcumarin (004) wurde hierbei spezifisch von CYP264A1 in nur ein Produkt
umgesetzt (siehe Abb. 3.5). Das Produkt besaß in der HPLC-Analyse eine Retentionszeit tR
von 5,7 min, während das Substrat nach einer Retentionszeit tR von 8,5 min eluierte.

✄☎☎✆ ✝✆✞✟ HPLC-Chromatogramm (Gradient II) des CYP264A1-abhängigen Umsatzes mit 4-
Methyl-3-Phenylcumarin (04) als Substrat; UV-Detektion bei 280 nm.

✠✡✠✡✠ ☛☞✌✍✎✏✑✏✒✏✌✓✔✍✕ ✍✌✔✌✓ ✖✔✗✘✎✓✙✎✌ ✔✍☞ ✚✌✓✕✛✌✏✜✢ ☞✌✓ ✣✓✤☞✔✥✎✦✔✘✎✌✓
✑✧✓ ☞✏✌ ★✏✎✕✛✏✌☞✌✓ ☞✌✓ ✩✪✣✫✬✭ ✮✙✦✏✛✏✌

Für die Mitglieder der CYP260 Familie, CYP260A1, ΔCYP260A1 und CYP260B1, wurden,
wie zuvor für CYP109D1 und CYP264A1, Substrate gesucht, indem in vitro Umsätze mit
AdR und Adx4-108 als Redoxpartner durchgeführt wurden. Da bereits 11-Deoxycorticosteron
(017), Progesteron (020) und (+)-Nootkaton (025) als Substrate für CYP260A1 bekannt wa-
ren (Khatri 2009), wurden vor allem steroidale Strukturen getestet (siehe Tab. 3.6). Hierbei
konnten aus den 29 erstmals getesteten Verbindungen 19 neue Substrate für CYP260A1 ge-
funden werden. Von diesen wurde 17α-Hydroxyprogesteron (054), Androstendion (019), Tes-
tosteron (040) und das schon beschriebene Progesteron (020), ausgesucht, um die Umsätze
mit der verkürzten Mutante ΔCYP260A1 zu vergleichen. Bei den Chromatogrammen (siehe
Abb. 3.6) kann man erkennen, dass es keinen Unterschied der beiden CYP260A1 Formen
gibt. Beide setzen Progesteron (020) sehr unselektiv um (Abb. 3.6 A), wohingegen das17α-
hydroxylierte Progesteron (054) selektiv umgesetzt wird (Abb. 3.6 B). Auch die kleineren
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Substrate Androstendion (019) und Testosteron (040) werden selektiv in ein Hauptprodukt
umgesetzt (Abb. 3.6 C & D).
Für CYP260B1 waren bislang keine Substrate bekannt. Deshalb wurden ähnliche Substrate
wie bei CYP260A1 überprüft. Es wurden insgesamt 26 Substanzen getestet, von denen 16
umgesetzt wurden. Dabei handelte es sich um die gleichen Substrate, die auch schon
CYP260A1 umsetzten konnte (siehe Tab. 3.6), jedoch waren die Reaktionen bei CYP260B1
allesamt sehr unselektiv (siehe Abb. 3.7). Im Gegensatz zu CYP260A1 erhielt man mit
CYP260B1 nicht nur für Progesteron (020), sondern auch für 17α-Hydroxyprogesteron (054),
Androstendion (019) und Testosteron (040) kein Hauptprodukt.

✯✰✱✲ ✳✲✴✵ Übersicht über die in den in vitro Umsätzen mit CYP260A1, ΔCYP260A1 und
CYP260B1 getesteten Verbindungen aus der allgemeinen Substanzbibliothek; positive Ergeb-
nisse sind mit „+“, negative mit „–“ und nicht getestete Verbindungen mit „/“ gekennzeichnet.

Verbindung (Nr.) Stoffklasse CYP260A1 ΔCYP260A1 CYP260B1
4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004) O-Heterozyklus - -

Indol (008) N-Heterozyklus - / -
Abietinsäure (009) Diterpensäure - / -

11-Ketoboswelliasäure (010) Triterpensäure - / -
Acetylketoboswelliasäure (011) Triterpensäure - / -

Corticosteron (013) C21-Steroid + / +
Enoxolon (014) Triterpensäure - / -

Östron (015) C18-Steroid + / /
Cortison (016) C21-Steroid + / +

11-Deoxycorticosteron (017) C21-Steroid +
(Khatri 2009) / +

Androstendion (019) C19-Steroid + + +
Progesteron (020) C21-Steroid +

(Khatri 2009) + +
Isolongifolen-9-on (021) Sesquiterpen + / +

(+)-Nootkaton (025) Sesquiterpen +
(Khatri 2009) / +

Cumarin (026) O-Heterozyklus - - -
Flavon (029) O-Heterozyklus - - -

17α-Methyltestosteron (033) C19-Steroid + / +
α-Ionon (037) Norisopren + / +

Testosteron (040) C19-Steroid + + +
1-Napthoesäure (044) Aromat - / -
2-Napthoesäure (045) Aromat - / -

7-Methoxytestosteron (048) C19-Steroid + / +
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3-Methoxyöstron (049) C18-Steroid + / /
19-Norandrostendion (050) C19-Steroid + / +

β-Estradiol (051) C18-Steroid + / /
Cortisol (052) C21-Steroid + / /

11-Deoxycortisol (053) C21-Steroid + / /
17α-Hydroxyprogesteron (054) C21-Steroid + + +
Dehydroepiandrosteron (056) C19-Steroid + / /

19-Nortestosteron (057) C19-Steroid + / +
11-Ketoandrostendion (061) C19-Steroid + / /

Testosteron Acetat (067) C19-Steroid + / +

Abb. 3.6: Vergleich von CYP260A1 und ΔCYP260A1; HPLC-Chromatogramme (Gradient
II) der Umsätze mit den Substraten (Sub) Progesteron (A), 17α-Hydroxyprogesteron (B),
Androstendion (C) und Testosteron (D); UV-Detektion bei 240 nm
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✶✷✷✸ ✹✸✺✻ HPLC-Chromatogramme (Gradient I) der CYP260B1-abhängigen Umsätze mit den
Substraten Progesteron (A), 17α-Hydroxyprogesteron (B), Androstendion (C) und Testosteron
(D); UV-Detektion bei 240 nm
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✼✽✾ ✿❀❁ ❂❃❄ ❅❆❇❈❉❀❂❁❊❋❆❁ ●ür Adx4-108

Für alle Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56, die Umsätze zeigten, wurde
bis zu diesem Zeitpunkt das mitochondriale Redoxsystem, bestehend aus AdR und Adx4-108,
verwendet. Nach der erfolgreichen Substratidentifizierung war ein weiteres Ziel der Arbeit die
Entwicklung und Etablierung eines Ganzzellsystems für diese Monooxygenasesysteme in
dem Darmbakterium Escherichia coli. Ein Problem beim Aufbau eines solchen Systems ist,
dass die Reduktase AdR als natürlicherweise membranständiges Protein in diesem Organis-
mus nur in geringen Mengen exprimiert wird (Sagara et al. 1993). Daher wurde in dieser Ar-
beit nach einer alternativen Reduktase aus E. coli selbst gesucht. Hierbei kam die bereits vor-
her verwendete Fpr (siehe Kapitel 3.1.2) in Frage, die in E. coli Elektronen auf FldA
überträgt. Daher sollte zunächst in vitro mit gereinigten Proteinen überprüft werden, ob die
Fpr Elektronen auch auf Adx4-108 übertragen kann und, falls ja, mit welcher Effizienz.

3.4.1 Cytochrome c Assays

Um eine Elektronenübertragung von der Fpr auf das Ferredoxin, Adx4-108, nachzuweisen und
mit der Übertragungseffizienz von AdR zu vergleichen, wurde der Cytochrom c Assay ver-
wendet. Hierbei handelt es sich um ein häufig verwendetes Verfahren, um den Elektronen-
transfer von Reduktasen auf Ferredoxine indirekt zu bestimmen (Uhlmann et al. 1994). Vor-
teilhaft dabei ist, dass man die Reduktion des Cytochrom c durch das Ferredoxin einfach
spektroskopisch bei 550 nm verfolgen kann. Es wurden beide Reduktasen jeweils mit
NADPH, Cytochrom c und verschiedenen Konzentrationen an Adx4-108 versetzt und die Re-
duktion des Cytochrom c über die Zeit verfolgt bis die jeweilige Reduktase mit Adx4-108 gesät-
tigt war. Bei Auftragung der Adx-Konzentrationen gegen die Anfangsgeschwindigkeiten
konnten die KM- und Vmax-Werte für beide Reduktasen mit folgender Gleichung der Michae-
lis-Menten-Kinetik bestimmt werden (siehe Abb. 3.8):

)(
)(max

AdxcK
AdxcVv

M

v = Geschwindigkeit [nmol/min pro nmol Reduktase]
c = molare Konzentration an Adx4-108
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Hierbei zeigt sich, dass AdR bereits bei 2,5 µM Adx4-108 (5-facher Überschuss gegenüber
AdR) die maximal Geschwindigkeit Vmax von 35,97 ± 1,17 nmol/min pro nmol Reduktase
erreichte, während Fpr nur einen Vmax Wert von 12,83 ± 0,94 nmol/min pro nmol Reduktase
erreichte und erst bei 40 µM Adx4-108 gesättigt war (80-facher Überschuss gegenüber Fpr).
Der KM-Wert ist für beide Reduktasen auch sehr unterschiedlich. Für AdR und Adx4-108 wurde
ein KM von 0,17 ± 0,03 µM bestimmt, während der KM für Fpr und Adx4-108 4,36 ± 1,23 µM
betrug.

❍■■❏ ❑❏▲▼ Michaelis-Menten Kinetiken und die erhaltenen Vmax- und KM-Werte der Cytoch-
rom c Assays für AdR (A) bzw. Fpr (B) mit steigenden Adx Konzentrationen.

◆❖P❖◗ ❘❙❚❯❱❲❳❨❚❨❩❬❚❲❱❲❭❪❫❨❪ ❭❫❴ ❵❛❜◗❝P❞❡

Um nun die Übertragung der Elektronen durch die beiden jeweiligen Reduktasen AdR und
Fpr auf Adx4-108  mit einem Cytochrom P450 als Elektronenakzeptor zu untersuchen, wurde
CYP264A1 als Modell-P450 ausgesucht. Es wurden die Werte für das AdR/Adx4-108 System
und für das Fpr/Adx4-108 System mittels CO-Differenzspektren ermittelt und mit der Redukti-
on durch Natriumdithionit verglichen. Bei Letzterem handelt es sich um eine vollständige
Reduktion des Cytochroms durch das Dithionit. Es zeigt sich, dass beide Systeme das
CYP264A1 fast vollständig reduzieren können. Das AdR/Adx4-108 System konnte 97,5 ± 1,7%
des CYP264A1 und das Fpr/Adx4-108 System 96,4 ± 2,3% des CYP264A1 innerhalb von 10
min reduzieren, was durch die spezifische Absorption bei 450 nm des reduzierten CO gebun-
dene Komplexes spektroskopisch ermittelt wurde. Weiterhin wurden diese Werte mit denen
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der natürlichen Redoxketten FdR_B/Fdx2 und FdR_B/Fdx8 verglichen (Ewen et al. 2009,
Khatri et al. 2010b), die eine deutlich geringere CYP264A1 Reduktion von ca. 70% erreich-
ten (siehe Tab. 3.7).

❢❣❤✐ ❥✐❦❧ Reduktion von CYP264A1 durch verschiedene Redoxpartner, gemessen als Absorp-
tion des CO gebundenen Komplexes bei 450 nm und prozentual verglichen mit der maxima-
len Reduktion durch Natriumdithionit.

♠♥ ♦♣❤qrs♣r♣t ✉✈✇①②♣③ ④r % [1]

Natürliche Redoxketten [2]

von Sorangium cellulosum
Heterologe Redoxketten [3]

FdR_B/Fdx2 FdR_B/Fdx8 AdR/Adx4-108 Fpr/Adx4-108
67,3 ± 2,1 67,7 ± 1,4 97,5 ± 1,7 96,4 ± 2,3

[1] Daten verglichen mit der maximalen Reduktion von CYP264A1 durch Natriumdithionit
[2] Daten von Khatri et al. 2010
[3] Daten dieser Arbeit

3.4.3 NADPH-Verbrauch und Entkopplung bei CYP264A1 abhängigem
Substratumsatz

Als letzter Charakterisierungsschritt der Redoxketten, bestehend aus AdR oder Fpr und Adx4-
108 sowie CYP264A1, wurde nun das Substrat 4-Methyl-3-Phenylcumarin dem System hinzu-
gefügt. Dadurch werden im Gegensatz zur CO-Differenzspektroskopie und dem Cytochrom c
Assay die übertragenen Elektronen bei der Oxidation des Substrates verbraucht. Zur Beobach-
tung dieses Verbrauches wird die Abnahme des NADPH bei der Reaktion spektroskopisch bei
320 nm verfolgt. Reaktionen mit AdR hatten hierbei mit 11,92 ± 0,86 nmol/min einen ver-
gleichbaren Verbrauch wie solche mit Fpr mit 13,17 ± 1,74 nmol/min (siehe Tab. 3.8). Nach
vollständigem Verbrauch des NADPHs konnte durch HPLC-Analysen die Menge an Produkt
bestimmt werden. Anhand dieser konnte durch Vergleich mit der Menge an eingesetztem
NADPH die Kopplungseffizienz zwischen NADPH und Produktoxidation während der Mo-
nooxygenasereaktion bestimmt werden. Reaktionen mit AdR hatten eine Kopplungseffizienz
von 17,2 ± 0,7%, während Reaktionen mit Fpr eine Kopplungseffizienz von 11,1 ± 0,6% auf
besaßen. Das bedeutet die beiden Redoxketten AdR/Adx4-108 und Fpr/Adx4-108 waren in Kom-
bination mit CYP264A1 gleich effizient den CYP264A1-abhängigen Umsatz von 4-Methyl-3-
Phenylcumarin zu unterstützen.
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⑤⑥⑦⑧ ⑨⑧⑩❶ NADPH-Verbrauch und Kopplungseffizienz zwischen NADPH und Produktoxida-
tion unter Verwendung der Redoxketten AdR/Adx4-108 und Fpr/Adx4-108 bei der Oxidation von
4-Methyl-3-Phenylcumarin durch CYP264A1

❷❸❹❺❻❼❽❾❿⑦❿⑥➀➁➂

[nmol/min]
Kopplungseffizienz

[%]
AdR/Adx4-108 Fpr/Adx4-108 AdR/Adx4-108 Fpr/Adx4-108
13,17 ± 1,74 11,92 ± 0,86 17,2 ± 0,7 11,4 ± 0,6
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➃➄➅ ➆➇➈➉➊➇ ➋➌➍ ➎➊➏➐➐➌➑➑➍➒➍➓➌➔➍ →➏ E. coli ➈ür die Cytochrome
P450

Das Redoxsystem aus AdR und Adx4-108 übertragt Elektronen auf CYP109D1, CYP260A1,
CYP260B1 und CYP264A1 (siehe 3.3). Deshalb sollte nun dieses System mit dem jeweiligen
Cytochrom P450 in Escherichia coli coexprimiert werden. Die Ergebnisse mit der E. coli ei-
genen Reduktase, Fpr, im vorherigen Kapitel 3.4 zeigten, dass das AdR/Adx4-108/P450 System
durch das neue Fpr/Adx4-108/P450 System ersetzt werden kann. Aus diesem Grund sollte auch
dieses System für die 4 Cytochrome P450 im E. coli Ganzzellsystem eingesetzt werden. E.
coli wurde als Expressionswirt gewählt, da es als Modellorganismus sehr gut verstanden ist
und im Gegensatz zu anderen Mikroorganismen keine eigenen P450 im Genom enthält (siehe
P450 Datenbank von Prof. Dr. Nelson; http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). Aus
diesem Grund ist das Einbringen von neuen Genen einfach und es besteht nicht die Gefahr,
dass Substrate durch andere Cytochrome P450 umgesetzt werden.

3.5.1 Klonierungsstrategie

Im Institut von Prof. Bernhardt wurde im Rahmen einer Masterarbeit bereits ein Ganzzel-
lystem mit AdR/Adx1-108 für CYP11B1 aufgebaut. Dieses beinhaltete ein auf pET17b basie-
rendes Plasmid mit tricistronischer Anordnung der Gene in der Reihenfolge
CYP11B1/AdR/Adx1-108 (Hobler 2008). Dieses System wurde als Vorbild genommen und das
Fragment AdR/Adx1-108 (siehe Abb. 3.9B) mit den jeweiligen ribosomalen Bindestellen
(RBS) aus dem Vektor über die Restriktionsschnittstellen HindIII und EcoRI ausgeschnitten.
Anschließend wurde dieses Fragment in die bereits bestehenden pET17b Expressionsvektoren
(siehe Abb. 3.1 und Abb. 3.9A) einkloniert. Dies erfolgte erfolgreich für alle vier Cytochrome
P450, CYP109D1, CYP260A1, CYP260B1 und CYP264A1, wodurch die ersten Vektoren der
pETMR-Serie entstanden (siehe Abb. 3.9C). Im nächsten Schritt wurde die AdR durch die E.
coli eigene Fpr ersetzt. Hierzu musste das Gen mit den dazu nötigen Schnittstellen und der
RBS durch die Primer Fpr1f_HindIII und Fpr1r_KpnI (siehe Material & Methoden Tab. 2.1)
amplifiziert werden, wobei der Expressionsvektor pET16_Fpr (siehe Material & Methoden
Tab. 2.2) als Vorlage diente. Das erhaltene PCR-Produkt wurde zuerst mit Hilfe des TOPO™
PCR Cloning Kits in den pCR4™blunt Vektor gebracht. Anschließend wurde es durch die
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Restriktionsschnittstellen NcoI und KpnI ausgeschnitten und anstelle der AdR in den Vektor
eingefügt (siehe Abb. 3.9D). Dies erfolgte wiederum erfolgreich für alle Cytochrome P450,
außer für CYP260B1. Dessen Gen besitzt eine interne NcoI-Restriktionschnittstelle und die
alternative Klonierung über HindIII und KpnI war wegen der HindIII-Schnittstelle in Fpr
(siehe Abb. 3.9D) auch nicht direkt möglich. Aus diesem Grund wurde mittels ortsgerichteter
Mutagenese mit den Primern Fpr_delHind_for und Fpr_delHind_rev die Sequenz an der
Schnittstelle im pCR4™blunt_Fpr Vektor geändert und anschließend wurde die geänderte
Sequenz über HindIII und KpnI in den pETMR3 Vektor (siehe Material & Methoden Tab.
2.3) eingefügt. Demnach sind alle acht Vektoren der pETMR-Serie, d.h. alle vier Cytochrome
P450 entweder mit AdR/Adx1-108 oder Fpr/Adx1-108, erfolgreich fertig gestellt worden und
mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit überprüft worden. Hiermit wurden eine Coexpres-
sion der Proteine in E. coli und der Einsatz dieser als Ganzzellsysteme möglich.

➣↔↔↕ ➙↕➛➜ Klonierungsstrategie für die tricistronischen Vektoren der pETMR-Serie ausgehend
von den pET17b_P450 Expressionsvektoren (A) durch Einfügen des AdR/Adx1-108 Fragments
und späterem Austausch der AdR (C) durch die Fpr (D)
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➝➞➟➞➠ ➡➢➤➥➦➧➨➩➫➭➯ ➲➨➳ ➵➤➭➸➸➨➦➦➳➺➳➢➨➻➳ ➻➧➢ ➼➽➾➚➪➶➹➚

Für CYP109D1 konnte mit dem gereinigten Enzyme in vitro keine neuen Substrate gefunden
werden. Die Substratsuche bestätigte nur die schon zuvor gefundenen Substrate α-Ionon (37)
und β-Ionon (38). Diese werden durch CYP109D1 in 3-Hydroxy-α-ionone und 4-Hydroxy-β-
Ionon umgesetzt (Khatri et al. 2010a). Da die Produkte für dieses Cytochrom P450 schon
charakterisiert waren, bot es sich an, das Ganzzellsystem zunächst mit CYP109D1 und einer
Iononumsetzung zu etablieren. Hierzu wurde die Reaktion mit α-Ionon (37) gewählt.
Zunächst wurde pETMR1 (siehe Material & Methoden Tab. 2.3), das System mit
CYP109D1/AdR/Adx1-108, erfolgreich mittels Transformation in E. coli C43DE3 Zellen ein-
gebracht. Die Zellen mit dem pETMR1-System wurden in 250 ml TB-Medium, einem Kom-
plexmedium, kultiviert. Nach 20 h Expression, bevor das α-Ionon (37) zugegeben werden
sollte, wurde ein Farbumschlag des normal bräunlichen Mediums nach blau-grün beobachtet,
zusätzlich fiel an der Oberfläche des Mediums ein blauer Farbstoff aus. Durch Extraktion der
Kultur mit Ethylacetat, Chloroform oder Aceton erhielt man eine blaue organische Phase (sie-
he Abb. 3.11). Es wurde zu diesem Zeitpunkt vermutet, dass es sich bei dem blauen Farbstoff
um Indigo handelt. Dieses kann bei Expressionen von Oxygenasen, wie Naphthalen- bzw.
Toluendioxygenasen (Ensley et al. 1983, Kim et al. 2003) oder Cytochromen P450 (Gillam et
al. 2000) durch die Oxidation von Indol zu Indoxyl beobachtet werden, welches an der Luft
zu Indigo dimerisiert. Das Indol entsteht hierbei in einer Reaktion, bei der  Tryptophan von
der endogenen E. coli Tyrptophanase zu Indol und Pyruvat umgesetzt wird (Botsford &
DeMoss 1971, Martinez-Gomez et al. 2012). Um die Vermutung zu beweisen, wurde die Kul-
tivierung in 50 ml wiederholt und nach 20h Expression die Zellen und der blaue Niederschlag
abzentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend wie in der Literatur beschrieben (Berry et al.
2002) mit DMSO gewaschen und der Überstand nach Trennung der Zellen spektroskopisch
vermessen. Hierbei zeigte sich die spezifische Absorption von Indigo bei 620 nm (siehe Abb.
3.10).
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➘➴➴➷ ➬➷➮➱✃ Absorptionsspektren von 400 bis 800 nm des DMSO-Extraktes nach 20h Expres-
sion des pETMR1-System und eines Indigo-Standards als Vergleich.

➘➴➴➷ ➬➷➮➮✃ Indigo- bzw. Indirubinproduktion des pETMR1-Systems. Abgebildet sind die Bil-
der Extraktion des Mediums mit Ethylacetat und die isolierten Fraktionen von Indigo und
Indirubin, sowie ein Schema der während der Kultivierung ablaufenden Reaktionen.
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In einem nächsten Versuch wurden vier 250 ml Kulturen angesetzt und die Zellen nach 24h
geerntet. Dieses Mal wurden die Zellen zuerst mit 100 ml Wasser gewaschen und dann 2 x
mit DMF. Die blauen DMF Fraktionen wurden unter Vakuum eingedampft und der blaue Ex-
trakt nach Aufnahme mit Ethylacetat mittels Kieselgel-Chromatographie (Hexan-Ethylacetat)
getrennt. Hierbei entstanden eine pinkfarbene und eine später eluierende blaue Lösung (siehe
Abb. 3.11). Mittels UV-spektroskopischer Analyse  konnte der blaue Farbstoff als Indigo bes-
tätigt werden, während es sich bei dem pinkfarbenen wahrscheinlich um das Indigo-Isomer
Indirubin handelt (Gillam & Guengerich 2001).
Durch die starke Indigobildung war es nicht möglich, ein externes Substrat, wie α-Ionon (37)
umzusetzen, da beide Reaktionen in Konkurrenz zueinander stehen und Indol im Überschuss
in der Zelle vorliegt. Aus diesem Grund musste ein Medium gefunden werden, welches eine
Indol-Produktion ausschließt. Im ersten Versuch wurde ein normales M9-Medium verwendet,
welches aber keine Expression des CYP109D1 und somit auch keinen Umsatz von α-Ionon
(37) zeigte. Das M9-Medium wurde deshalb als Grundlage für ein neues Medium genommen,
das M9CA-Medium. Hierbei werden dem Medium zusätzlich 4 g/l „Casaminoacids“ zuge-
setzt. Der Vorteil dabei ist, dass im Gegensatz zu anderen Stickstoffquellen, wie Pepton, die
Aminosäure Tryptophan bei der Produktion von „Casaminoacids“ zerstört wird (Mueller &
Johnson 1941). Dies führt zu einer Tryptophan-Verarmung des Mediums (Kyung-Hwan
2006), wodurch kein Indol entsteht. Mit diesem Medium konnte erstmals α-Ionon (37) mit
dem Ganzzellsystem in vivo umgesetzt werden, wobei das gleiche Produkt, 3-Hydroxy-α-
Ionon, mit tR = 4,1 min, wie bei dem in vitro Umsatz mit den gereinigten Enzymen entstand.
In beiden Fällen konnte kein Substrat bei tR = 10,7 min detektiert werden, da in beiden Fällen
das Substrat wahrscheinlich wegen seiner hohen Flüchtigkeit bei der Reaktion verdampfte,
weshalb eine Quantifizierung der Reaktion nicht möglich war.
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❐❒❒❮ ❰❮ÏÐÑ HPLC-Chromatogramme (Gradient II) der α-Ionon Umsätze mit CYP109D1 zu 3-
Hydroxy-α-Ionon in vitro (A) und in vivo mittels des pETMR1-Systems (B) im Vergleich zum
α-Ionon Standard (in grau); UV-Detektion bei 240 nm.

ÒÓÔÓÒ ÕÖ×ØÙÖ×ÚÛ ÜÝÞ Õßà ßÖáÚÛ âãá äÞ ßåá Õßæ ÖÞØåá×ØçØèØåÞ àåßÝæé
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Da wie zuvor erwähnt mit CYP109D1 eine Quantifizierung der Reaktionen im Ganzzellsys-
tem und somit ein Vergleich der Systeme mit AdR und Fpr als Reduktase nicht möglich war,
wurden im Folgenden die Systeme von CYP264A1 verwendet, nämlich mit den Plasmiden
pETMR5 (CYP264A1/AdR/Adx1-108) und pETMR6 (CYP264A1/Fpr/Adx1-108). Bei der Sub-
stratsuche mit CYP264A1 konnte (siehe Kapitel 3.3.2) mit 4-Methyl-3-Phenylcumarin ein
Substrat identifiziert werden, das spezifisch zu nur einem einzigen Produkt umgesetzt wird
(siehe Abb. 3.5), was für die Quantifizierung und den Vergleich der jeweiligen Systeme sehr
vorteilhaft ist. Bei Kultivierung in 50 ml M9CA-Medium wurde bei beiden Systemen, mit
pETMR4 und pETMR5, nach 20 h Expression 4-Methyl-3-Phenylcumarin zugegeben. In be-
stimmten Zeitintervallen wurden Proben gezogen, welche auf ihre Produktbildung hin analy-
siert wurden (siehe Abb. 3.13). Das pETMR5-System mit AdR zeigte eine Anfangsgeschwin-
digkeit von 36 µM/h (9,1 mg/h). Überraschenderweise war das pETMR6-System mit Fpr mit
einer Geschwindigkeit von 55 µM/h (13,8 mg/h) um ~ 52% schneller. Außerdem erreichte das
pETMR6-System sein Maximum von ca. 90% Substratumsatz bereits nach 12 h, während das
pETMR5-System diesen Wert erst nach 24 h erreichte.
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ëììí îíïîð Einfluss der Reduktasen auf die CYP264A1-abhängigen Ganzzellumsätze von 4-
Methyl-3-Phenylcumarin. Reaktionen mit 200 µM Substrat in M9CA-Medium wurden über
24h für das pETMR6-System (CYP264A1/Fpr/Adx1-108; in schwarz) und für das pETMR5-
System (CYP264A1/AdR/Adx1-108; in grau) verfolgt.

Um zu überprüfen, ob die Erkenntnisse auch auf andere Adx-abhängige P450 übertragen wer-
den können, sollte der Vergleich der beiden Reduktasen, AdR und Fpr, auch mit dem in der
Arbeitsgruppe sehr gut verstandenen CYP106A2 aus Bacillus megaterium (Berg et al. 1979,
Simgen et al. 2000), einer biotechnologisch interessanten Steroidhydroxylase (Virus et al.
2006) durchgeführt werden. Da das Gen von CYP106A2 nicht in dem pET17b_Vektor vorlag,
musste zuerst mittels ortsgerichteter Mutagenese mit den Primern meg_NdeI_for und
meg_NdeI_rev eine NdeI Schnittstelle in den pACYC_FHH2.8 (Hannemann et al. 2006) Ex-
pressionsvektor von CYP106A2 N-terminal eingefügt werden. Anschließend wurde das Gen
zuerst in den Vektor pET17b (siehe ëììí îíï) eingefügt und dieser dann analog zu den P450-
Genen aus Sorangium cellulosum (siehe Abb. 3.9) zu den tricistronischen pET-Vektoren,
pETMR11 (CYP106A2/AdR/Adx1-108) und pETMR12 (CYP106A2/Fpr/Adx1-108) umgewan-
delt. Nach Transformation von C43DE3-Zellen mit diesen Vektoren, wurde zu dem
pETMR11-System bzw. pETMR12-System nach 20 h Expression der Proteine in M9CA-
Medium 200 µM 11-Deoxycorticosteron als Substrat zugegeben und der Umsatz in bestimm-
ten Zeitintervallen kontrolliert (siehe Abb. 3.14). Es zeigte sich auch hier wie bei den Syste-
men von CYP264A1, dass das pETMR12-System mit der Fpr als Reduktase schneller das
Substrat umsetzte als das pETMR11-System mit AdR. Die Anfangsgeschwindigkeit bei dem
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pETMR12-System betrug 24 µM/h (7,9 mg/h) und für das pETMR11-System 18 µM/h (5,9
mg/h). Der maximale Umsatz war bei beiden Systemen erst nach 24 h erreicht, wobei das
pETMR12-System 65% 11-Desoxycorticosteron umsetzen konnte, während das pETMR11-
System nur 46% umsetzte.

ñòòó ôóõö÷ Einfluss der Reduktasen auf die CYP106A2-abhängigen Ganzzellumsätze von 11-
Desoxycorticosteron. Reaktionen mit 200 µM Substrat in M9CA-Medium wurden über 30h
für das pETMR12-System (CYP106A2/Fpr/Adx1-108; in schwarz) und für das pETMR11
(CYP106A2/AdR/Adx1-108; in grau) verfolgt.

øùúùû üýþÿ�ÿ✁✂✄☎✆ ✝✁✂ ✞✟✠✡☛û☞✌ ✍✎✏✑☎✆ÿ✆✁☎ ✒✁✍✓þÿ✔☎✁☎ ✝✄✂✕✏ ✖✁✂✗
✘✕✏ÿ✁✝✁☎✁ ✙✁✝ÿ✁☎

Da sich das pETMR6-System mit der Fpr als Reduktase als das überlegene System für in vivo
Umsätze erwiesen hatte, wurde dieses System im Folgenden dazu verwendet, den Einfluss des
Mediums bei der Expression genauer zu betrachten. Die Produktbildung und die Indolkon-
zentration wurde nach 4 und 24 h mittels HPLC bestimmt, wobei die Indolkonzentration mit-
tels einer Regressionsgeraden (siehe Abb. 3.15) berechnet wurde.
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✚✛✛✜ ✢✜✣✤✥ Regressionsgerade zur Bestimmung der Indolkonzentration durch die HPLC-
Analysen; Konzentration gegen erhaltene Peakflächen bei 280 nm

Bei Verwendung von TB-Medium für die Ganzzellumsätze zeigten die Chromatogramme
nach 4 h Umsatz (siehe Abb. 3.16A), dass das Substrat, 4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin, tR = 8,5
min, nur zu 3% von dem CYP264A1 abhängigen System zu dem Produkt tR = 5,7 min umge-
setzt wurde, aber dafür eine Konzentration von 600-700 µM Indol, tR = 6,2 min (siehe Abb.
3.16F), erreicht wurde (siehe Tab. 3.9). Auch nach 24 h war der Umsatz des Substrats 4-
Methyl-3-Phenylcumarin mit 6% noch sehr gering. Wurde nun M9CA-Medium verwendet
(siehe Abb. 3.16C), konnte nach 4 h ein Umsatz von 64% und nach 24h ein Umsatz von 90%
festgestellt werden, wobei die Indolkonzentration bei nur ca. 4 µM lag.
Im nächsten Schritt wurde getestet, ob auch eine Autoinduktion mit den Medien möglich ist
und wie sich dabei die Produktbildung verändert. Bei der Autoinduktion wird die Expression
ab einer bestimmten Zelldichte durch die Bestandteile der Kohlenstoffquelle automatisch ein-
geleitet (siehe Material & Methoden 2.1.5.1). Bei TB-Medium mit Autoinduktion (siehe Abb.
3.16B) zeigte sich, dass der Umsatz verdoppelt werden konnte, nach 4 h 6% und nach 24 h
13%, wobei der Indolgehalt mit 500-600 µM geringer als mit dem nicht autoinduzierten TB-
Medium war (siehe Tab. 3.9). Im Falle des M9CA Medium konnte durch Autoinduktion (siehe
Abb. 3.16D) keine Steigerung des Umsatzes beobachtet werden, es wurden nach 4 h 54% und
nach 24 h 83% Produkt gebildet (siehe Tab. 3.9). Auch hier war die Indolkonzentration mit ca.
2 µM im Vergleich zu den normal induzierten Bedingungen geringer. Als Vergleich wurden
die Expression und der Umsatz im ZYP-Medium, welches in der Literatur als Autoindukti-
onsmedium beschrieben ist (Studier 2005), durchgeführt (siehe Abb. 3.16E). Hierbei wurden
ähnliche Werte wie bei dem nicht autoinduzierten M9CA-Medium erhalten mit 58% Produkt-
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bildung nach 4 h und 90% nach 24h (siehe Tab. 3.9). Die Indolkonzentration betrug dabei ca.
10 µM.
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✦✧✧★ ✩★✪✫✬ HPLC-Chromatogramme der CYP264A1 Biotransformationen nach 4h von
200µM 4-Methyl-3-Phenylcumarin in verschiedenen Medien: TB-Medium (A), autoinduzier-
tes TB-Medium (B), M9CA-Medium (C), autoinduziertes M9CA Medium (D), ZYP-5052
Medium (E); das Chromatogramm von Indol als Standard (F) und die Biotransformationen
mit „ruhenden“ Zellen in KPP-Puffer (G) und in Tris-Puffer (H).

Eine häufig verwendet Methode, um Einflüsse der Medien bei Biotransformationen mit gan-
zen Zellen zu verhindern, ist, mit sogenannten „ruhenden Zellen“ in Puffersystemen ohne
Nährstoffe zu arbeiten. Hierzu wurde die Expression der Proteine des pETMR6-Systems zu-
erst in M9CA-Medium durchgeführt, die Zellen anschließend gewaschen und in dem jeweili-
gen Puffer, 100 mM Tris-Puffer (pH = 7,4) bzw. 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH = 7,4),
resuspendiert. Den Puffern wurden anschließend die Substrate zugesetzt und die Biotransfor-
mation durchgeführt (siehe Abb. 3.16:G & H). Indol konnte in beiden Fällen nicht mehr fest-
gestellt werden. In 100 mM Tris-Puffer (pH = 7,4) betrug der Umsatz 55% nach 4 h und 77%
nach 24 h. Ähnliches war für den 100 mM Kaliumphosphatpuffer (pH = 7,4) mit 47% nach 4
h und 80% nach 24 h der Fall.
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✭✮✯✰ ✱✰✲✳ Produktbildung der CYP264A1-abhängigen Ganzzellumsätze von 4-Methyl-3-
Phenylcumarin nach 4 h und 24 h und die Indolkonzentrationen in verschiedenen Medien und
Puffern.

✴✵✶✷✸✹
✺✻✼✶✸✽✾ [%]

4 h nach Substratzugabe
Produkt [%]

24 h nach Substratzugabe
Indolkonzentration

[µM]
TB 3,1 ± 0,2 6,3 ± 0,4 643,85 ± 67,42

TB Autoinduktion 5,9 ± 0,2 13,3 ± 0,8 590,73 ± 83,52
M9CA 64,2 ± 6,0 90,0 ± 0,4 3,66 ± 1,89

M9CA Autoinduktion 54,2 ± 1,7 83,0 ± 2,3 1,81 ± 1,02
ZYP 5052 58,0 ± 8,6 90,5 ± 0,7 8,90 ± 4,66

KPP-Puffer 47,0 ± 9,3 79,5 ± 2,0 0
Tris-Puffer 55,4 ± 7,1 76,6 ± 6,3 0

3.5.5 Einfluss von Indol auf den CYP264A1 abhängigen Ganzzellum-
satz

Wie schon zuvor erwähnt, zeigten die CYP264A1 abhängigen Ganzzellumsätze in TB-
Medium nur eine geringe Umsetzung des zugesetzten Substrates und im Gegensatz zu den
anderen Kulturbedingungen einen verhältnismäßig hohen Indolgehalt (siehe Tab. 3.9). Im
Gegensatz zu den Ganzzellumsätzen mit CYP109D1 (siehe Kapitel 3.5.2) entstand aber in
diesen Fällen kein Indigo aus Indol. Es liegt trotzdem die Vermutung nahe, dass Indol als Se-
kundärmetabolit der E. coli Zellen wiederum einen Einfluss auf die Reaktion hat. Aus diesem
Grund wurde in einem Experiment die Expression der pETMR6-Zellen zuerst in 30 ml
M9CA-Medium durchgeführt und nach 20 h Expression 1 ml der Expressionskulturen in 2 ml
Reaktionsgefäße überführt. Zu diesem Zeitpunkt wurden zusätzlich zu 200 µM 4-Methyl-3-
Phenylcumarin verschiedene Mengen an Indol (Endkonzentrationen von 0 - 4000 µM) hinzu-
gefügt und 4 h bei 30°C inkubiert. Allein durch die Verringerung des Volumens und die
Durchführung der Umsätze in Reaktionsgefäße sank die Produktbildung von ca. 65% auf ca.
25%, wenn kein Indol hinzugefügt wurde. Durch steigende Indolkonzentration sanken die
Umsatzraten jedoch noch weiter, d.h. Indol inhibiert, wie vermutet, CYP264A1 (siehe Abb.
3.17). Bei den Werten von 600 - 800 µM, welche ungefähr den Indolkonzentrationen in TB-
Medium entsprechen, war der Umsatz mit ca. 7% nur noch ungefähr ein Drittel im Vergleich
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zu dem Umsatz ohne Indolzugabe. Ab einer Konzentration von 4 mM war gar keine Produkt-
bildung mehr zu erkennen (20-facher Überschuss gegenüber dem Substrat).

✿❀❀❁ ❂❁❃❄❅ Einfluss von verschiedenen Indolkonzentrationen auf den CYP264A1-abhängigen
Ganzzellumsatz von 4-Methyl-3-Phenylcumarin (200µM); der Konzentrationsbereich von
Indol in TB-Medium ist dunkelgrau gekennzeichnet.

❆❇❈❇❉ ❊❋●❍■❏❑▲▼◆❋◆❏❑❖❋P◗P❖❋■❘❙ ❍❖◗ ❚❯❊❱❉❲❳❨ ◆❩▼ängigen Ganzzell-
umsatzes von 4-Methyl-3Phenylcumarin

Die zuvor etablierten Methoden für die CYP264A1 abhängige Biotransformation von 4-
Methyl-3-Phenylcumarin konnte nun dazu verwendet werden, um unter optimierten Bedin-
gungen ausreichende Mengen an Produkt herzustellen und dieses mittels NMR zu charakteri-
sieren. Hierzu wurde das Kulturvolumen für das pETMR6-System von 30 bzw. 50 ml auf 250
ml erhöht. Die Expression und der Umsatz erfolgten in M9CA-Medium in 4 identischen 2 L
Schikanekolben. Im Gegensatz zur Optimierung wurden nun 400 µM 4-Methyl-3-
Phenylcumarin eingesetzt und die Reaktionszeit auf 48 h erhöht. Nach dieser Zeit wurden die
Kulturen 3-mal mit demselben Volumen an Chloroform extrahiert und die organischen Phasen
vereinigt. Der nach Abdampfen des Lösemittels erhaltene Extrakt wurde mittels Kieselgel-
Chromatographie mit Hexan und Ethylacetat als mobile Phase getrennt und die Fraktionen
mit dem Produkt gesammelt. Die Ausbeute betrug ca. 58 mg und wurde mittels 1H and 13C
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NMR Spektroskopie analysiert. Es handelte sich bei dem Produkt um 4-Hydroxymethyl-3-
Phenylcumarin (siehe Abb. 3.18).
Die detaillierten NMR-Daten für 4-Hydroxymethyl-3-Phenylcumarin sind (Nummerierung
der Atome sind gezeigt in der Abb. 3.18): 1H NMR: (CDCl3, 500 MHz), δ 4.67, s, 2H (H-16);
7.33, m (H-6); 7.34, m, 2H (H-11 und H-15); 7.36, dd, J = 8 und 1 Hz (H-8); 7.42, m (H-13);
7.44, m, 2H (H-12 und H-14); 7.53, td, J = 8 und 1.5 Hz (H-7); 7.93, dd, J = 8 und 1.5 Hz (H-
5). 13C NMR (CDCl3, 125 MHz), δ 59.19 (C-16), 116.96 (C-8); 118.91 (C-4); 124.50 (C-6),
126.08 (C-5); 128.37 (C-2); 128.49 (C-12 und C-14); 128.73 (C-13); 129.91 (C-11 und C-15);
131.49 (C-7); 133.22 (C-10); 147.15 (C-3); 153.28 (C-9); 161.22 (C-1).

❬❭❭❪ ❫❪❴❵❛ Struktur von 4-Hydroxymethyl-3-Phenylcumarin und die Nummerierung der Koh-
lenstoffatome gemäß der Auflistung der NMR-Daten.
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❜❝❞ ❡❢❣❤❣✐❥❦❤❧♠❧❦❤♥♦♣ q❦❤ ❡rst❞✉✈✇①❣②❢③♦♣❧♣❦♦ ④⑤♠ätze

Bei der Suche nach Substraten für die Mitglieder der CYP260-Familie (siehe Kapitel 3.3.3)
zeigte sich, dass alle Mitglieder Steroide umsetzen können. Im Gegensatz zu CYP260B1 (sie-
he Abb. 3.7) konnten die beiden Formen von CYP260A1 diese Substrate deutlich selektiver
umsetzen. Darüber hinaus konnte bei beiden Formen, der verkürzten Form (ΔCYP260A1)
und der längeren Form (CYP2609A1) auch kein Unterschied im Umsatz hinsichtlich der Ak-
tivität und Selektivität ermittelt werden (siehe Abb. 3.6), so dass im Folgenden nur die Um-
sätze von CYP260A1 genauer untersucht wurden, um diese Daten auch mit denen der voran-
gegangenen Dissertation (Khatri 2009) zu vergleichen, bei welcher nur CYP260A1 verwendet
wurde.

3.6.1 Produktcharakterisierung mittels LC-MS

Um die Produkte der CYP260A1 abhängige Umsätze erstmals zu charakterisieren, wurden die
in vitro Umsätze der Substratsuche mit 200 µM des jeweiligen Substrates wiederholt, wobei
wiederum 200 µM des jeweiligen Substrates mit 0,5 µM CYP260A1 in Kombination mit 1,5
µM AdR und 10 µM Adx4-108 1 h mit gleichzeitiger Regenration von NADPH umgesetzt wur-
den. Als Substrate wurden C21-Steroide (Pregn-4-en-3,20-dion als Grundgerüst), C19-
Steroide (Androst-4-en-3-on als Grundgerüst), und steroidähnliche Sesquiterpene eingesetzt.
Die Analyse erfolgte mittels LC-MS, d.h. mit einer chromatographischen Trennung der Ana-
lyten mittels HPLC mit anschließender Detektion mittels UV/Vis Detektors und gekoppeltem
Massenspektrometer. Hiermit konnte erstmals aufgeklärt werden, welche funktionellen Grup-
pen durch das CYP260A1 ins Substrat eingefügt wurden. Es zeigte sich, dass manche Produk-
te mit über 50% Selektivität entstanden. Diese wurden als Hauptprodukt (HP) bezeichnet und
die anderen Produkte als Nebenprodukte (NP). Wurde bei einer Reaktion kein Hauptprodukt
gebildet, wurden die Produkte mit über 10% Selektivität als normale Produkte (P) und die mit
unter 10% Selektivität als Nebenprodukte benannt. Die Produkte der Oxidationstufe 1 hatten
gegenüber dem Substrat eine Massendifferenz von +16, was einer Hydroxylierung entspricht
oder von -2, was einer Doppelbindung bzw. einer Oxidation einer vorhandenen OH-Gruppe
zum Epoxid oder Carbonyl entspricht. Zusätzlich kam es bei allen Reaktionen zu einer weite-
ren Oxidation (Oxidationsstufe 2) der Produkte durch CYP260A1 in so genannte überoxidier-
te Nebenprodukte (üNPs). Diese Produkte wiesen im Massenspektrometer im Gegensatz zu
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den Produkten der Oxidationstufe 1 andere Massen auf (Masse des Substrates +32 oder +14).
Hierbei handelte es sich um Dihydroxylierungen oder wiederum andere Oxidationsformen der
Produkte der Oxidationsstufe 1. Zur Verdeutlichung dieser Produktbildungen dient untenste-
hende Abbildung (Abb. 3.19), die beispielhaft möglichen Reaktionen des Testosteronumsatzes
durch Cytochrome P450 angibt.

⑥⑦⑦⑧ ⑨⑧⑩❶❷ Beispiel möglicher Produkte von Testosteron (040) durch Cytochrome P450 mit
den dabei entstandenen funktionellen Gruppen und den Massendifferenzen zum Substrat
(Δm/z zu Sub) in rot.

⑨⑧❸⑧⑩⑧⑩ ❹❺❻❼❽ ❺❾❿➀❿➁➂➃➀➄➅➄➃➀➆➇➈ ➉➃➀ ❺➊⑩❻❽➂➃➀➋➄➉➆➌➅➍➂➎➃

Als erstes C21-Steroid wurde Progesteron (020) eingesetzt, welches, wie schon zuvor (siehe
Kapitel 3.3.3) und in der vorangegangenen Dissertation (Khatri 2009) erwähnt, von
CYP260A1 sehr unselektiv umgesetzt wird (siehe Abb. 3.20). Bei der Umsetzung entstanden
im ersten Oxidationsschritt 3 hydroxylierte Produkte (P1, P2, P3), 2 hydroxylierte Nebenpro-
dukte (NP1 und NP2) und 2 Produkte (NP3 und NP4) bei denen 2 H-Atome gegenüber Pro-
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gesteron fehlten (Dehydrogenierung, Δm/z zu Sub -2). Diese Produkte wurden in einem zwei-
ten Oxidationsschritt (Oxidationstufe 2) in 3 dihydroxylierte Verbindungen (üNP1, üNP2 und
üNP3) und 1 eine oxidierte Verbindung (üNP4; Δm/z zu Sub +14) überführt. Insgesamt wur-
den ca. 178 µM Progesteron umgesetzt.

➏➐➐➑ ➒➑➓➔→ ➣↔↕➓➙➔➏➛ ➜➝➞➝➟➠➡➢➤➥➞➤➥ ➦➧➡➝➞➨ ➩➫➭ ↕➥➫➯➤➡➞➤➥➫➭
Oben links: Strukturformel des Substrates Progesteron (020); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.
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Oben links: Strukturformel des Substrates 11-Desoxycorticosteron (017); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Als nächstes wurde der CYP260A1-abhängige Umsatz von 11-Desoxycorticosteron (017)
charakterisiert (siehe Abb. 3.21). Auch dieses Substrat wurde bereits in der vorangegangenen
Dissertation von Khatri behandelt (Khatri 2009) und zeigte gegenüber Progesteron eine viel
höhere Selektivität. Es wurde ein Hauptprodukt mit einer Selektivität von 67% erhalten, bei
dem es sich nach der hier durchgeführten LC-MS Analyse um ein einfach hydroxyliertes Pro-
dukt von 11-Desoxycorticosteron handelt. Daneben wurden im ersten Oxidationsschritt noch
3 weiter Nebenprodukte gebildet, von denen 2 hydroxyliert waren (NP2 und NP3) und bei
einem (NP4) wieder eine andere Oxidation stattfand (Δm/z zu Sub -2). Außerdem wurde bei
240 nm noch ein Produkt (NP1) angezeigt, bei dem keine Masse detektierbar war. Im zweiten
Oxidationschritt entstanden 2 überoxidierte Nebenprodukte, wobei es sich um ein dihydroxy-
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liertes Produkt (üNP1) und um ein oxidiertes Produkt (üNP2, Δm/z zu Sub +14) des Substrats
handelte. Insgesamt wurden ca. 142 µM 11-Desoxycorticosteron umgesetzt.

Ö××Ø ÙØÚÚÛ ÜÝÞÚßàÖá âãäãåæçèéêäéê ëìçãäí îïð áñòóôæõêïöæ÷êïøéçäéêïð

Oben links: Strukturformel des Substrates 17α-Hydroxyprogesteron (054); Oben rechts:
HPLC-Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240
nm; Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit
(RT), dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z
zu Sub) der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Pro-
dukte in Prozent.

Da die Umsätze von Progesteron und 11-Desoxycorticosteron bis auf die Massen der Produk-
te bereits bekannt waren, wurden im Folgenden andere Derivate von Progesteron bzw. 11-
Desoxycorticosteron näher untersucht. Eines davon war das Regioisomer von 11-
Desoxcorticosteron, das 17α-Hydroxyprogesteron (054). Auch dieses hydroxylierte Derivat
von Progesteron wurde selektiv umgesetzt (siehe auch Kapitel 3.3.3), wobei hier nur ungefähr
die Hälfte des Substrats umgesetzt wurde, ca. 98 µM, aber auch keine Überoxidation stattfand
(siehe Abb. 3.22). Neben dem zu 71% Selektivität gebildeten Hauptprodukt wurden 2 Neben-
produkte gebildet, von denen eines auch einfach hydroxyliert (NP1) und das andere dehydro-
geniert bzw. anderweitig oxidiert war (Δm/z zu Sub -2).
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Um den Effekt der 17α-OH Funktion näher zu untersuchen, wurde das an dieser Stelle hydro-
xylierte 11-Desoxycorticosteron, 11-Desoxycortisol (053), mit CYP260A1 umgesetzt. Auch
hier zeigte das Enzym eine deutlich geringe Aktivität als die bei 11-Desoxycorticosteron beo-
bachtete; es wurden ca. 95 µM 11-Desoxycortisol umgesetzt, aber wiederum war eine gestei-
gerte Selektivität zu beobachten (siehe Abb. 3.23). Das Hauptprodukt wurde mit 85% Selekti-
vität gebildet, wobei wie bei 17α-Hydroxyprogesteron nur ein hydroxyliertes Nebenprodukt
(NP1) und ein dehydrogeniertes bzw. anderweitiges Nebenprodukt (NP2; Δm/z zu Sub -2)
entstanden.

ùúúû üûýüþ ÿ�✁ý✂✄ù☎ ✆✝✞✝✟✠✡☛☞✌✞☞✌ ✍✎✡✝✞✏ ✑✒✓ ☎☎✔✕☞✡✒✖✠✗✒✌✞☛✡✒✟
Oben links: Strukturformel des Substrates 11-Desoxycortisol (053); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Als nächstes sollte der Effekt einer β-ständigen Hydroxylierung an der 11-Position untersucht
werden. Hierfür wurden die aus dem menschlichen Steroidmetabolismus bekannten 11β
hydroxylierten Folgeprodukte von 11-Desoxycorticosteron und 11-Desoxycortisol eingesetzt,
Corticosteron (013) und Cortisol (052) (siehe Einleitung Abb. 1.7). Hierbei zeigte sich für
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beide Substratumsätze mit CYP260A1, dass nur ca. 10-20% der Substrate umgesetzt wurden.
Auch die erhaltenen Massen ergaben in diesen Fällen keine Hydroxylierung, sondern nur
Massenunterschiede zum Substrat von -2. Im Fall von Corticosteron (siehe Abb. 3.24) entste-
hen weiterhin auch Produkte mit Massendifferenzen gegenüber dem Substrat von -4 und +14,
die aber aufgrund ihrer geringen Menge nicht eindeutigen Funktionalisierungen zuzuordnen
waren. Bei Cortisol konnten für 2 Produkte gar keine Massen für die Produkte detektiert wer-
den (siehe Abb. 3.25).

✘✙✙✚ ✛✚✜✢✣ ✤✥✦✜✧★✘✩ ✪✫✬✫✭✮✯✰✱✲✬✱✲ ✳✴✯✫✬✵ ✶✷✸ ✤✷✲✬✰✹✷✯✬✱✲✷✸
Oben links: Strukturformel des Substrates Corticosteron (013); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.
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Oben links: Strukturformel des Substrates Cortisol (052); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Da eine Hydroxylierung an der Position 11 des Steroidgerüsts die Aktivität von CYP260A1
sehr stark beeinflusste, wurde die Auswirkung einer Carbonylfunktion an dieser Stelle getes-
tet. Hierzu wurde Cortison (016), die oxidierte Form von Cortisol (052), eingesetzt, wobei,
wie schon bei 11-Desoxycortisol, eine hohe Aktivität erreicht wurde, ca. 186 µM Substratum-
satz (siehe Abb. 3.26). Die Selektivität des hydroxylierten Hauptproduktes mit 91% konnte
sogar gegenüber 11-Deoxycortisol noch gesteigert werden. Dabei entstanden zwei Nebenpro-
dukte. Eines (NP1) lag in so geringer Konzentration vor, dass keine Massenbestimmung mög-
lich war. Bei dem anderen Nebenprodukt (NP2) wiederum wurde eine Massendifferenz zum
Substrat von -2 festgestellt.
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Oben links: Strukturformel des Substrates Cortison (016); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

❚❙❱❙❭❙❯ ❧❳♠♥♦ ❳♣❫❡❫❪❴❞❡❝❜❝❞❡q❦r s❞❡ ❳❭t♠♦❴❞❡❥❝sq❣❜✉❴❤❞

Nach den C21-Steroiden wurden im folgenden C19-Steroide mit Androst-4-en-3-on als
Grundgerüst und Derivate dieser Verbindungen mit CYP260A1 getestet. Diese Steroidklasse
wurde erstmals bei der Substratsuche mit CYP260A1 untersucht, wobei alle getesteten Ver-
bindungen umgesetzt wurden (siehe Tab. 3.6). Zuerst wurde der Umsatz von Testosteron, das
eine OH-Funktion an der Position 17 des Steroidgerüsts besitzt, untersucht (siehe Abb. 3.27).
Hierbei zeigte sich, dass Testosteron (040) hauptsächlich in ein einfach hydroxyliertes Pro-
dukt mit einer Selektivität von 80% umgesetzt wird. Weiterhin wurde noch ein hydroxyliertes
Nebenprodukt (NP1) und ein dehydrogeniertes bzw. anderweitig modifiziertes Nebenprodukt
(NP2, Δm/z zu Sub -2) identifiziert. Eine Überoxidation fiel eher gering aus, es entstand ein
dihydroxyliertes Produkt (üNP1) und ein Produkt mit der Massendifferenz zum Substrat von
+14. Der gesamte Substratumsatz betrug ca. 148 µM.
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Oben links: Strukturformel des Substrates Testosteron (040); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Wegen der Carbonylfunktion am C17-Atom wurde als nächstes Edukt Androstendion (019)
eingesetzt (siehe Abb. 3.28). Im Gegensatz zum Testosteron kam es hierbei zu einer Vielzahl
von überoxidierten Produkten (üNP1-üNP5), d.h. Dihydroxylierungen und anderweitig über-
oxidierten Produkten (Δm/z zu Sub -2). Diese Reaktionen fanden aber nur in geringem Maße
statt, so dass trotzdem ein deutliches Hauptprodukt mit einer Selektivität von 74% entstand
und dies bei einem nahezu kompletten Substratumsatz von ca. 198 µM. Als Nebenprodukte
der Oxidationstufe 1 wurden eine dihydroxylierte Verbindung (NP1) und 2 weitere Verbin-
dungen (NP2 und NP3) identifiziert. Bei Letzteren hatte eine Verbindung den Massenunter-
schied von -2 zum Androstendion und das andere konnte aufgrund seiner geringen Menge im
Massenspektrometer nicht charakterisiert werden.
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Oben links: Strukturformel des Substrates Androstendion (019); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Da das Androstendion die Aktivität und die Selektivität im Vergleich zu Testosteron noch
einmal verbesserte, wurde nun der Effekt einer Methylgruppe am Testosteron betrachtet.
Hierzu wurde der Arzneistoff 17α-Methyltestosteron (033) eingesetzt (siehe Abb. 3.29).
CYP260A1 setzte diesen in 3 hydroxylierte Verbindungen um (NP1, HP und NP2), wobei das
Hauptprodukt eine Selektivität von 76% erreichte. Zusätzlich wurde ein dehydrogeniertes
bzw. anderweitiges Nebenprodukt (NP3; Δm/z zu Sub -2) gebildet. Eine Überoxidation war
im Gegensatz zu Testosteron und Androstendion nicht zu beobachten. Der Umsatz mit ca. 190
µM war vergleichbar zu Androstendion.
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Oben links: Strukturformel des Substrates 17α-Methyltestosteron (033); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Da von Testosteron und Androstendion auch die 19-Norderivate, d.h. die Verbindungen ohne
die Methylgruppe an Position 19 kommerziell erhältlich sind, wurde anschließend auch der
Einfluss dieser Methylfunktion auf den Umsatz durch CYP260A1 untersucht. Hierbei zeigte
sich, dass für 19-Nortestosteron (057) ein Hauptprodukt mit 73% Selektivität entstand (siehe
Abb. 3.30). Im Vergleich zu Testosteron wurden 2 weitere hydroxylierte Nebenprodukte, d.h.
insgesamt 3 (NP1, NP2 und NP3), gebildet. Wiederum wurde ein Nebenprodukt mit der Mas-
sendifferenz -2 zum Edukt sowie ein überoxidiertes Produkt (üNP1) mit der Massendifferenz
+14 gefunden. Ungefähr 197 µM Substrat wurden bei der Reaktion durch CYP260A1 ver-
braucht.
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Oben links: Strukturformel des Substrates 19-Nortestosteron (057); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Bei 19-Norandrostendion (050) war die Aktivität, mit ca. 194µM umgesetztem Substrat ver-
gleichbar zum 19-Nortestosteron (057), wobei hier keine selektive Reaktion stattfand (siehe
Abb. 3.31). In der Oxidationsstufe 1 entstanden 3 hydroxylierte Produkte (P1, P2 und P3),
aber erstmals keine dehydrogenierten bzw. anderweitig oxidierten Produkte mit der Massen-
differenz -2. In der Oxidationstufe 2 wurden nur 2 Produkte klar identifiziert (üNP1 und
üNP2). Das Produkt üNP2 erreicht mit einer Selektivität von 23%, ähnliche Werte wie die
Produkte der Oxidationsstufe 1.
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Oben links: Strukturformel des Substrates 19-Norandrostendion (050); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Im Falle der C21-Steroide wurde beobachtet, dass die Position 11 des Steroidgerüsts einen
großen Einfluss auf die Aktivität und Selektivität von CYP260A1 hatte. Aus diesem Grund
wurde nun die 11-Ketoform von Androstendion, 11-Ketoandrostendion (061), mit CYP260A1
umgesetzt (siehe Abb. 3.32). Hierbei zeigte sich, dass durch die Carbonylfunktion keine Ver-
ringerung der Aktivität und Selektivität zu beobachten war. Es wurden ca. 196 µM Substrat
umgesetzt, ein hydroxyliertes Hauptprodukt beobachtet und eine Selektivität von 76% er-
reicht. Als Nebenprodukte wurden 2 weitere hydroxylierte Verbindungen (NP1 und NP2) ge-
bildet. Gegenüber Androstendion (019) entstand nur ein überoxidiertes Produkt (üNP1), bei
dem es sich um eine Dihydroxylierung des 11-Ketoandrostendion (061) handelt.
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Oben links: Strukturformel des Substrates 11-Ketoandrostendion (061); Oben rechts: HPLC-
Chromatogramm (Gradient II) der Reinsubstanz und des Umsatzes detektiert bei 240 nm;
Unten: Tabelle mit den Peak Nummern, dem Namen der Produkte, der Retentionszeit (RT),
dem m/z Verhältnis im Massenspektrometer, der Massendifferenz zum Substrat (Δm/z zu Sub)
der prozentualen Fläche der Peaks und dem Verhältnis bzw. der Selektivität der Produkte in
Prozent.

Als nächstes wurde der Umsatz von acetyliertem Testosteron, Testosteron-Acetat (067), unter-
sucht (siehe Abb. 3.33), um zu testen, ob und wie Testosteron, das eine Schutzgruppe enthält,
umgesetzt wird. Insgesamt wurden hierbei ca. 91,4 µM Edukt verbraucht. Es entstand wieder-
um ein hydroxyliertes Hauptprodukt mit einer Selektivität von 80% und 3 weiter hydroxylier-
te Nebenprodukte (NP1, NP2 und NP3). Außerdem entstand auch wieder in geringer Menge
ein Nebenprodukt mit der Massendifferenz von -2 gegenüber dem Substrat.
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C❜✱❨❩❭❱❨✲✱❭❩❩ (G✱❭❬✶✳✵❱ II) ❬✳✱ R✳✶✵✷❲✴✷❱❭✵❝ ❲✵❬ ❬✳✷ U❩✷❭❱❝✳✷ ❬✳❱✳❚❱✶✳✱❱ ✴✳✶ ❞❡✹ ✵❩❛

U✵❱✳✵❯ T❭✴✳❙❙✳ ❩✶❱ ❬✳✵ P✳❭❚ N❲❩❩✳✱✵❢ ❬✳❩ N❭❩✳✵ ❬✳✱ P✱❨❬❲❚❱✳❢ ❬✳✱ R✳❱✳✵❱✶❨✵✷❝✳✶❱ (RT)❢
❬✳❩ ❩❣❝ V✳✱❜❤❙❱✵✶✷ ✶❩ M❭✷✷✳✵✷✐✳❚❱✱❨❩✳❱✳✱❢ ❬✳✱ M❭✷✷✳✵❬✶❳❳✳✱✳✵❝ ❝❲❩ S❲✴✷❱✱❭❱ (❥❩❣❝ ❝❲ ❦❲✴)
❬✳✱ ✐✱❨❝✳✵❱❲❭❙✳✵ F❙❤che der Peaks und dem Verh❤ltnis bzw. der Selektivit❤t der Produkte in
Prozent.

✽✼❃✼❅✼✽ ❧✿◗♠♥ ✿♦❇■❇❆❈❍■●❋●❍■♣❖q ▼◆❖ ❋❈❍■◆●rähnlichen Sesquiterpenen

Im Jahre 2009 wurden Arbeiten an CYP260A1 erstmals vers❳fentlicht. In dieser Publikation
(Ewen et al. 2009) wurde das Sesquiterpen (+)-Nootkaton (025) als Substrat verwendet und
die natt✱lichen Redoxpartner (Ferredoxine Fdx2 und Fdx8 mit der Reduktase FdR_B) im Ge-
gensatz zu der heterologen Redoxkette Adx4-108-AdR verwendet. Dieses Sesquiterpen hat eine
vergleichbare Struktur zu den zuvor behandelten Steroiden. Es fehlt der Struktur der C-Ring
und D-Ring der Steroidstruktur. In der Vers❳fentlichung wurden 4 hydroxylierte Produkte und
ein dihydroxyliertes Produkt gefunden. Im Gegensatz dazu konnten nun mit der effizienteren
Redoxkette 3 hydroxylierte Verbindungen (NP1, NP2 und HP) ein dihydroxyliertes Neben-
produkt (t✉P2) und ein anderweitig oxidiertes (Δm/z zu Sub -2) Nebenprodukt (NP3) identi-
fiziert werden (siehe Abb. 3.34). Das Hauptprodukt wurde mit einer Selektivit❤t von 61%
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✇①②④⑨⑩①❶ ❷④✈⑩❸ ❹❺⑤❻❶❼⑨④❽❾ ①⑨❺④①✈❶① ❿❺❽❾ ①④③ P✈➀⑩❺➁❶ ➂④❶ ①④③①✈ M❿⑤⑤①③⑩④➃➃①✈①③❼ ❼❺➂ S❺②⑤❶✈❿❶
➄➀③ ➅➆➇➈ ⑩❿⑤ ❿❺➃✇✈❺③⑩ ⑤①④③①✈ M❿⑤⑤① ❺③⑩ M①③✇① ③④❽❾❶ ①④③①✈ ①④③⑩①❺❶④✇①③ F❺③➁❶④➀③❿⑨④⑤④①✈❺③✇
❼❺❼❺➀✈⑩③①③ ④⑤❶❸ ➉①✈ U➂⑤❿❶❼ ❷❿✈ ❿❺❽❾ ➂④❶ ❽❿❸ ⑥⑧➊ ➋M S❺②⑤❶✈❿❶ ③❺✈ ➂➀⑩①✈❿❶❸

Abb. 3.34: CYP260A1 katalysierter Umsatz von (+)-Nootkaton
O②①③ ⑨④③➁⑤➌ S❶✈❺➁❶❺✈➃➀✈➂①⑨ ⑩①⑤ S❺②⑤❶✈❿❶①⑤ (➅)➍N➀➀❶➁❿❶➀③ (⑦⑧➊)➎ O②①③ ✈①❽❾❶⑤➌ HPLC➍

C❾✈➀➂❿❶➀✇✈❿➂➂ (G✈❿⑩④①③❶ II) ⑩①✈ R①④③⑤❺②⑤❶❿③❼ ❺③⑩ ⑩①⑤ U➂⑤❿❶❼①⑤ ⑩①❶①➁❶④①✈❶ ②①④ ⑧➇⑦ ③➂➎

U③❶①③➌ T❿②①⑨⑨① ➂④❶ ⑩①③ P①❿➁ N❺➂➂①✈③➈ ⑩①➂ N❿➂①③ ⑩①✈ P✈➀⑩❺➁❶①➈ ⑩①✈ R①❶①③❶④➀③⑤❼①④❶ (RT)➈
⑩①➂ ➂➏❼ V①✈❾❻⑨❶③④⑤ ④➂ M❿⑤⑤①③⑤➐①➁❶✈➀➂①❶①✈➈ ⑩①✈ M❿⑤⑤①③⑩④➃➃①✈①③❼ ❼❺➂ S❺②⑤❶✈❿❶ (➑➂➏❼ ❼❺ ➒❺②)
⑩①✈ ➐✈➀❼①③❶❺❿⑨①③ F⑨❻che der Peaks und dem Verh❻ltnis bzw. der Selektivit❻t der Produkte in
Prozent.

Neben (+)-Nootkaton stand mit Isolongifolen-9-on (021) ein weiteres Sesquiterpen mit steroi-
d❻hnlicher Struktur zur Verf➓gung (siehe Abb. 3.35). Dieses wurde mit ca. 11,4 µM noch
schlechter umgesetzt als (+)-Nootkaton (025). Es entstand auch kein Hauptprodukt, sondern
lediglich 4 hydroxylierte Produkte (NP1, NP2, NP3 und NP4) und ein weiteres hydroxyliertes
Nebenprodukt in geringer Menge (NP1), wobei NP2 mit einer Selektivit❻t von 45% bevorzugt
gebildet wurde.
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Abb. 3.35: CYP260A1 katalysierter Umsatz von Isolongifolen-9-on
O↔➣↕ ➟➙↕➠➛➡ S➢➔➤➠➢➤➔➥➦➔➧➣➟ ➨➣➛ S➤↔➛➢➔➩➢➣➛ I➛➦➟➦↕→➙➥➦➟➣↕➫➭➫➦↕ (➝➯➜)➲ O↔➣↕ ➔➣➳➵➢➛➡ HPLC➫

C➵➔➦➧➩➢➦→➔➩➧➧ (G➔➩➨➙➣↕➢ II) ➨➣➔ R➣➙↕➛➤↔➛➢➩↕➸ ➤↕➨ ➨➣➛ U➧➛➩➢➸➣➛ ➨➣➢➣➠➢➙➣➔➢ ↔➣➙ ➯➺➝ ↕➧➲

U↕➢➣↕➡ T➩↔➣➟➟➣ ➧➙➢ ➨➣↕ P➣➩➠ N➤➧➧➣➔↕➻ ➨➣➧ N➩➧➣↕ ➨➣➔ P➔➦➨➤➠➢➣➻ ➨➣➔ R➣➢➣↕➢➙➦↕➛➸➣➙➢ (RT)➻
➨➣➧ ➧➼➸ V➣➔➵➽➟➢↕➙➛ ➙➧ M➩➛➛➣↕➛➾➣➠➢➔➦➧➣➢➣➔➻ ➨➣➔ M➩➛➛➣↕➨➙➥➥➣➔➣↕➸ ➸➤➧ S➤↔➛➢➔➩➢ (➚➧➼➸ ➸➤ ➪➤↔)
➨➣➔ ➾➔➦➸➣↕➢➤➩➟➣↕ F➟➽che der Peaks und dem Verh➽ltnis bzw. der Selektivit➽t der Produkte in
Prozent.

3.6.2 Charakterisierung der Hauptprodukte

Nachdem die CYP260A1-abh➽ngigen Ums➽tze der verschiedenen Steroide und steroid➽hnli-
chen Sesquiterpene auf ihre Aktivit➽t und Selektivit➽t hin untersucht worden waren und die
Massen der Produkte vorlagen, stellte sich die Frage, an welchen Positionen die Substrate
oxidiert bzw. hydroxyliert werden. Zur detaillierten Charakterisierung der Produkte sollten
sowohl 1-dimensionale als auch 2-dimensionale 1H- und 13C-NMR Spektren der jeweiligen
Produkte aufgenommen werden. Da hierf➶➔ Produktmengen im mg-Bereich ben➹➢igt wurden,
wurden das zuvor f➶➔ CYP109D1, CYP264A1 und CYP106A2 etablierte Ganzzellsystem
(siehe Kapitel 3.5) und die damit erarbeiteten Verfahren auf CYP260A1 ➶bertragen. Der hier-
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❰Ï➘ benÐÑigte tricistronische Vektor pETMR7 (CYP260A1/Fpr/Adx1-108) war bereits zuvor mit
den anderen Cytochromen P450 kloniert worden (siehe Kapitel 3.5.1) und konnte nun einge-
setzt werden. Das bedeutet, dass die Expression und Umsetzung analog zur Produktisolierung
des CYP264A1-abhÒngigen Umsatzes von 4-Methyl-3-Phenylcumarin (siehe Kapitel 3.5.6)
wieder in M9CA-Medium in 4 identischen 2 L Schikanekolben durchgefÏÓ➘t wurde. Nach
Extraktion mit Chloroform und Eindampfen der organischen Phase wurde das Hauptprodukt
mittels Kieselgel-Chromatographie mit Hexan und Ethylacetat als mobile Phase von den Ne-
benprodukten und dem Substrat getrennt und die Fraktionen mit dem Produkt gesammelt.
Alternativ zur klassischen Kieselgel-Chromatographie konnte im letzten Jahr auch eine se-
miprÒparative HPLC-Anlage mit Fraktionssammler zur Trennung und Isolierung verwendet
werden (siehe Material & Methoden 2.2.7.4). Die quantitativen Mengen an isoliertem Produkt
wurden dabei nicht nÒher bestimmt. Es wurden aber bei allen Produkten Ausbeuten von mi-
destens 10 mg erhalten. Diese wurden dann mittels 1-dimensionaler als auch 2-dimensionaler
1H- und 13C-NMR Spektroskopie bestimmt. Die Nummerierung der Kohlenstoffatome bei den
detaillierten NMR-Daten erfolgte hierbei nach der IUPAC Nummerierung fÏ➘ SteroidgerÏ✃Ñe
(siehe Einleitung Abb. 1.7).

3.6.2.1 NMR-Charakterisierung der Hauptprodukte der C21-Steroide

FÏ➘ die NMR-Charakterisierung wurden die Hauptprodukte der Substrate 11-
Desoxycorticosteron (017), 17Ô-Hydroxyprogesteron (054) und 11-Deoxycortisol (053) aus
GanzzellumsÒtzen mit dem pETMR7 (CYP260A1/Fpr/Adx1-108) System isoliert. Progesteron
wurde aufgrund der schlechten SelektivitÒt der CYP260A1 abhÒngigen UmsÒtze nicht nÒher
untersucht. Bei allen anderen konnte das Hauptprodukt isoliert und die Hydroxylierungsposi-
tion bestimmt werden. Bei allen Produkten wurde eine Hydroxylierung an der 1Ô-Position der
C21-Steroide (siehe Abb. 3.36) nachgewiesen.
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Abb. 3.36: R×ßàáÚâÙÛÖã×ÚäåæÙÖ×Ù ç×Õ CèPéêÝëÜìàßáßãíÛÚ×Õá× UîÛïáð× ñâÙ ÜÜì

D×âòíäâÕáÚäâÛá×ÕâÙ (ÝÜó)ô ÜóõìHíçÕâòíöÕâÖ×Ûá×ÕâÙ (ÝÞ÷) æÙç ÜÜìD×ÛâòíäâÕáÚÛâã (ÝÞø) æÙç
çÚ× çßØ×Ú ×ÙáÛáßÙç×Ù×Ù Üõ åíçÕâòíãÚ×Õá×Ù HßæöáöÕâçæàá×ù Ø×Ú SæØÛáÕßá×Ù (ãÚÙàÛ)ú PÕ×ÖÙì÷ì×Ùì
øôéÝìçÚâÙ GÕæÙçÖ×ÕûÛá in schwarz und zusïtzliche OH-Funktionalitïten in blau; bei Produk-
ten(rechts): Substratstruktur in schwarz und neu eingefûåÕte 1õ-Hydroxyfuntionen in rot.

Im Folgenden sind die detaillierten NMR-Daten der jeweiligen Produkte aufgefûåÕt:
1õ-Hydroxy-11-Desoxycorticosteron:
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): ü 0.69, s, 3H (H-18); 1.08, dddd, J= 13, 13, 11.5 und 5.5 Hz (H-
7a); 1.18, s, 3H (H-19); 1.24, m (H-14); 1.34, m (H-15a); 1.42, m (H-12a); 1.43, m (H-11a);
1.56, ddd, J= 11.5, 11 und 3.5 Hz (H-8); 1.66, dddd, J= 11.5, 11.5, 3.5 und 3.5 Hz (H-11b);
1.70, m (H-9); 1.77, m (H-16a); 1.78, m (H-15b); 1.83, m (H-7b); 1.93, m (H-12b); 2.22, m
(H-16b); 2.36, m (H-6a); 2.39, m (H-6b); 2.46, dd, J= 9 und 9 Hz (H-17); 2.55, ddd, J= 17,
3.5 und 1 Hz (H-2a); 2.75, dd, J= 17 und 3 Hz (H-2b); 3.21, dd, J= 4.5 und 4 Hz (OH-21);
4.08 dd, J= 3.5 und 3 Hz (H-1); 4.14, dd, J= 19 und 4 Hz (H-21a); 4.20, dd, J= 19 und 4.5 Hz
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(H✞✟☎�)✠ ✡☛☞✌✍ dd✍ J✎ ☎ ✏✁✑ ☎ H✒ (H✞✓)☛ ✔✕C✞NMR (CDC✖✕✍ ☎✟✡ MH✒)✗ ✘ ☎✙☛✓✓ (C✞☎✚)✍ ☎✚☛✡✓
(C✞☎✌)✠ ✟✆☛✙✟ (C✞☎☎)✠ ✟✟☛✌✡ (C✞☎✝)✍ ✟✓☛✡✡ (C✞☎✡)✠ ✙☎☛✆✆ (C✞☞)✠ ✙✟☛✚✓ (C✞✝)✠ ✙✡☛✟✆ (C✞✚)✠
✙✚☛✟☎ (C✞☎✟)✠ ✓✟☛✚✝ (C✞✟)✠ ✓✙☛☎☞ (C✞☎✆)✠ ✓✓☛✝☞ (C✞☎✙)✠ ✓✓☛☞✆ (C✞✌)✠ ✡✝☛✆✚ (C✞☎✓)✠ ✡✌☛✆✌ (C✞
☎☞)✠ ✝✌☛✓✟ (C✞✟☎)✠ ☞✟☛✆✓ (C✞☎)✠ ☎✟✙☛✓✚ (C✞✓)✠ ☎✝✝☛✝✆ (C✞✡)✠ ☎✌✝☛✓☎ (C✞✙)✠ ✟☎✆☛☎✟ (C✞✟✆)☛
☎✛✍☎☞ ✛ ✞D✂✜✢✑ý✣✤✢✥ý✣þÿ✄✦ÿý✣✁✗

✔H✞NMR (CH✧DOD✍ ✡✆✆ MH✒)✗ ✘ ✆☛✝✝✍ s✍ ✙★ (H✞☎✚)✠ ☎☛☎☎✍ m (H✞☞✩)✠ ☎☛✟☎✍ s✍ ✙★ (H✞☎✌)✠
☎☛✙✆✍ m (H✞☎✡✩)✠ ☎☛✓✙✍ m (H✞☎✝✩)✠ ☎☛✓✡✍ m (H✞☎☎✩)✠ ☎☛✡☎✍ m (H✞☎✟✩)✠ ☎☛✝✝✍ m (H✞✚)✠ ☎☛✝✌✍ m
(H✞☎☎�)✠ ☎☛☞✓✍ m (H✞✌)✠ ☎☛☞☞✍ m (H✞☎✡�)✠ ☎☛✚✡✍ m (H✞☞�)✠ ☎☛✚☞✍ m (H✞☎✓)✠ ☎☛✌✓✍ ddd✍ J✎ ☎✙✍ ☎✙
✏✁✑ ✡ H✒ (H✞☎✟�)✠ ✟☛☎☞✍ s✍ ✙★ (H✞✟☎)✠ ✟☛✙✝✍ ddd✍ J✎ ☎✡✍ ✓ ✏✁✑ ✟ H✒ (H✞✝✩)✠ ✟☛✓☞✍ m (H✞✝�)✠
✟☛✓✝✍ ddd✍ J✎ ☎☞✍ ✙ ✏✁✑ ☎ H✒ (H✞✟✩)✠ ✟☛✝✌✍ ddd✍ J✎ ☎✡✍ ☎☎☛✡ ✏✁✑ ✙ H✒ (H✞☎✝�)✠ ✟☛☞✌✍ dd✍ J✎ ☎☞
✏✁✑ ✙ H✒ (H✞✟�)✠ ✓☛✆✝ dd✍ J✎ ✙ ✏✁✑ ✙ H✒ (H✞☎)✠ ✡☛☞✙✍ brs (H✞✓)☛ ✔✕C✞NMR (CH✧DOD✍ ☎✟✡

MH✒)✗ ✘ ☎✡☛✓☎ (C✞☎✚)✍ ☎✌☛✆✡ (C✞☎✌)✠ ✟☎☛☎✓ (C✞☎☎)✠ ✟✓☛✡✌ (C✞☎✡)✠ ✟☞☛✙✝ (C✞✟☎)✠ ✙☎☛✚✓ (C✞☎✟)✠
✙✟☛✓✙ (C✞☞)✠ ✙✙☛✚✌ (C✞☎✝)✠ ✙✓☛☎✡ (C✞✝)✠ ✙✝☛✝☞ (C✞✚)✠ ✓✙☛✝✡ (C✞✟)✠ ✓✓☛✓✓ (C✞☎✆)✠ ✓✡☛☞☎ (C✞✌)✠
✓✚☛☎☞ (C✞☎✙)✠ ✡☎☛☞☎ (C✞☎✓)✠ ☞✟☛✓✙ (C✞☎)✠ ✌☎☛✓✓ (C✞☎☞)✠ ☎✟✙☛✚✆ (C✞✓)✠ ☎☞✆☛✚✡ (C✞✡)✠ ✟✆✆☛✓✙
(C✞✙)✠ ✟☎✙☛✙✟ (C✞✟✆)☛
☎✛✞H✢✑ý✣✤✢✞☎☎✞Dÿ✣✤✢✪✣ý✦✂✄✣✖✗

✔H✞NMR (CH✧DOD✍ ✡✆✆ MH✒)✗ ✘ ✆☛✝✚✍ s✍ ✙★ (H✞☎✚)✠ ☎☛☎☎✍ m (H✞☞✩)✠ ☎☛✟☎✍ s✍ ✙★ (H✞☎✌)✠
☎☛✙✡✍ m (H✞☎✡✩)✠ ☎☛✓✙✍ m (H✞☎☎✩)✠ ☎☛✓✓✍ m (H✞☎✟✩)✠ ☎☛✡✟✍ ddd ✍ J✎ ☎✡✍ ✌ ✏✁✑ ✝ H✒ (H✞☎✝✩)✠
☎☛✝☞✍ m (H✞✚)✠ ☎☛✝✌✍ m (H✞☎☎�)✠ ☎☛☞✙✍ m (H✞✌)✠ ☎☛☞✚✍ m (H✞☎✡�)✠ ☎☛✚✡✍ m (H✞☞�)✠ ☎☛✚☞✍ m (H✞

☎✓)✠ ☎☛✌✙✍ m (H✞☎✟�)✠ ✟☛✙✝✍ ddd✍ J✎ ☎✡✍ ✓ ✏✁✑ ✟☛✡ H✒ (H✞✝✩)✠ ✟☛✓✝✍ ddd✍ J✎ ☎☞✍ ✙ ✏✁✑ ☎ H✒ (H✞

✟✩)✠ ✟☛✓✚✍ m (H✞✝�)✠ ✟☛✝✚✍ ddd✍ J✎ ☎✡✍ ☎☎☛✡ ✏✁✑ ✙☛✡ H✒ (H✞☎✝�)✠ ✟☛☞✌✍ dd✍ J✎ ☎☞ ✏✁✑ ✙ H✒ (H✞

✟�)✠ ✓☛✆✡ dd✍ J✎ ✙ ✏✁✑ ✙ H✒ (H✞☎)✠ ✓☛✟✚✍ d✍ J✎ ✡ H✒ (H✞✟☎✩)✠ ✓☛✝✟✍ d✍ J✎ ✡ H✒ (H✞✟☎�)✠ ✡☛☞✙✍
brs (H✞✓)☛ ✔✕C✞NMR (CH✧DOD✍ ☎✟✡ ✫★✒)✗ ✘ ☎✡☛✙✚ (C✞☎✚)✍ ☎✌☛✆✙ (C✞☎✌)✠ ✟☎☛☎☎ (C✞☎☎)✠ ✟✓☛☞☎
(C✞☎✡)✠ ✙☎☛✡✌ (C✞☎✟)✠ ✙✟☛✓✡ (C✞☞)✠ ✙✓☛✌✝ (C✞☎✝)✠ ✙✓☛☎✙ (C✞✝)✠ ✙✝☛✝☞ (C✞✚)✠ ✓✙☛✝✓ (C✞✟)✠ ✓✓☛✓✟
(C✞☎✆)✠ ✓✡☛☞✆ (C✞✌)✠ ✓✚☛✚✌ (C✞☎✙)✠ ✡☎☛✚✟ (C✞☎✓)✠ ✝☞☛✚✡ (C✞✟☎)✠ ☞✟☛✓☎ (C✞☎)✠ ✌✆☛✡✟ (C✞☎☞)✠
☎✟✙☛☞✌ (C✞✓)✠ ☎☞✆☛✚☎ (C✞✡)✠ ✟✆✆☛✓✙ (C✞✙)✠ ✟☎✙☛✓☎ (C✞✟✆)☛
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3.6.2.2 NMR-Charakterisierung der Hauptprodukte der C19-Steroide

B✮✱ ✶✮✰ C✳✷✸S✹✮✬✺✱✶✮✰ ✻✱✹ A✰✶✬✺✲✹✸✼✸✮✰✸✽✸✺✰ ✾✿✲ G✬❀✰✶✭✮✬❁✲✹ wurden alle kommerziell er-
h❂ltlichen Vertreter selektiv von CYP260A1 hydroxyliert. Es stellte sich nun die Frage, ob
auch hierbei das Cytochrome P450 die gegen❁✯✮r den C21-Steroiden kleineren Verbindungen
an derselben Stelle oxidiert. Hierf❁✬ wurden zun❂chst die Hauptprodukte der einfachsten Ver-
treter dieser Gruppe, Testosteron und Androstendion, isoliert und charakterisiert. Es konnte
f❁✬ beide Verbindungen unabh❂ngig ihrer verschiedenen Funktionalisierung am C17-
Kohlenstoffatom, Hydroxyl- bzw. Carbonylfunktion, eine 1❃-Hydroxylierung durch
CYP260A1 festgestellt werden (siehe Abb. 3.37).

Abb. 3.37: Reaktionsgleichungen der CYP260A1-katalysierten Ums❂tze von Testosteron
(040) und Androstendion (019) und die dabei entstandenen 1❃ hydroxylierten Hauptprodukte;
bei Substraten (links): Androst-4-en-3-on Grundger❁✲✹ in schwarz und zus❂tzliche Funktiona-
lit❂ten in blau; bei Produkten(rechts): Substratstruktur in schwarz und neu eingef❁❄✬te 1❃-
Hydroxyfuntionen in rot.
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Abb. 3.38: R❇❏❑▲❊▼❉❋❆◆❇❊❖P◗❉❆❇❉ ❘❇❅ C❙P❚❯❍❱●❲❑❏▲❏◆❳❋❊❇❅▲❇❉ U❨❋❩▲❬❇ ❭▼❉ ●❪❲

N▼❅▲❇❋▲▼❋▲❇❅▼❉ (❍❫❴)❵ ●❴❛❲M❇▲P❳◆▲❇❋▲▼❋▲❇❅▼❉ (❍❜❜) ◗❉❘ ●●❲K❇▲▼❏❉❘❅▼❋▲❇❉❘❊▼❉ (❍❯●) ◗❉❘ ❘❊❇

❘❏❈❇❊ ❇❉▲❋▲❏❉❘❇❉❇❉ ●❛ P❳❘❅▼❝❳◆❊❇❅▲❇❉ H❏◗❞▲❞❅▼❘◗❑▲❇❡ ❈❇❊ S◗❈❋▲❅❏▲❇❉ (◆❊❉❑❋)❢ G❅◗❉❘❆❇❅❣❋▲ von
Testosteron bzw. Androstendion in schwarz und zus❩tzliche Funktionalit❩ten bzw. das Fehlen
von Funktionalit❩ten in gr❣❉; bei Produkten(rechts): Substratstruktur in schwarz und neu ein-
gef❣P❅te 1❛-Hydroxyfuntionen in rot.



E❤✐❥❦❧♠♥♥❥

♦♣q

Ir ❧schsten Schritt wurden 19-Nortestosteron (057), Testosteron-Acetat (067) und 11-
Ketoandrostendion (061) mit dem CYP260A1-Ganzzellsystem umgesetzt und die Hauptpro-
dukte isoliert. Hierbei sollte untersucht werden, ob die unterschiedlichen Funktionalisierun-
gen dieser Derivate von Testosteron und Androstendion die Position der Hydroxylierung be-
einflussen. Bei 19-Nortestosteron konnte unter den Standardbedingungen nur ein
dihydroxyliertes Produkt isoliert werden, bei dem es sich um 6t-,10t-Dihydroxy-19-
Nortestosteron handelte (siehe Abb. 3.38). Demnach wurde hier in einem der beiden Oxidati-
onsschritte auch die 6t-Position angegriffen. Bei der Isolierung der Produkte von Testosteron-
Acetat stellte sich heraus, dass das in vitro bei den LC-MS Messungen gefundene Hauptpro-
dukt zwei Produkte beinhaltet, die unter den HPLC-Bedingungen nicht getrennt wurden. Das
Signal bestand nsmlich nach der NMR-Charakterisierung zu 43 % aus 1✉-
Hydroxytestosteron-Acetat und zu 57% aus 9✉-Hydroxytestosteron-Acetat. Dies war aber f✈❤
11-Ketoandrostendion nicht der Fall, es wurde ebenfalls eine 1✉-Hydroxylierung durch
CYP260A1 festgestellt.
Im Folgenden sind die detaillierten NMR-Daten der jeweiligen Produkte der CYP260A1 ab-
hsngigen Umsstze der C19-Steroide (mit Androst-4-en-3-on als Grundger✈st) aufgef✈✇rt.
1✉-Hydroxytestosteron:
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): ① 0.78, s, 3H (H-18); 1.01, m (H-7a); 1.03, m (H-14); 1.14, ddd,
J= 13, 13 und 4 Hz (H-12a); 1.19, s, 3H (H-19); 1.30, dddd, J= 12, 12, 12 und 6 Hz (H-15a);
1.42, m (H-11a); 1.44, m (H-16a); 1.57, m (H-8); 1.61, m (H-11b); 1.62, m (H-9 und H-15b);
1.81, m (H-7b); 1.84, ddd, J= 13, 4 und 3 Hz (H-12b); 2.06, m (H-16b); 2.34, m (H-6a); 2.37,
m (H-6b); 2.55, ddd, J= 17, 3.5 und 1 Hz (H-2a); 2.74, dd, J= 17 und 3 Hz (H-2b); 3.65, dd,
J= 8.5 und 8.5 Hz (H-17); 4.09, dd, J= 3.5 und 3 Hz (H-1); 5.78, dd, J= 1 und 1 Hz (H-4).
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): ① 11.03 (C-18), 18.62 (C-19); 20.03 (C-11); 23.42 (C-15),
30.42 (C-16); 30.63 (C-7); 32.92 (C-6); 35.33 (C-8); 36.25 (C-12); 42.78 (C-2); 42.83 (C-13);
43.29 (C-10); 45.05 (C-9); 50.47 (C-14); 72.07 (C-1); 81.65 (C-17); 123.38 (C-4); 167.19 (C-
5); 196.70 (C-3).
1✉-Hydroxandrostendion:
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): ① 0.87, s, 3H (H-18); 1.11, m (H-7a); 1.17, s, 3H (H-19); 1.28,
m (H-12a); 1.32, m (H-14); 1.41, m (H-11a); 1.53, m, (H-15a);1.69, m (H-11b und H-8); 1.70,
m (H-9); 1.80, ddd, J= 13, 4 und 3 Hz (H-12b); 1.88, m (H-7b); 1.95, m (H-15b); 2.05, m (H-
16a); 2.37, m (H-6a); 2.42, m (H-6b); 2.43, m (H-16b); 2.52, ddd, J= 17, 3 und 1 Hz (H-2a);



E②③④⑤⑥⑦⑧⑧④

⑨⑨⑩

❶❷❸⑩❹ dd❹ J❺ ⑨❸ ❻⑥❼ ❽ H❾ (H❿❶⑤)➀ ➁❷⑩➂❹ dd❹ J❺ ❽ ❻⑥❼ ❽ H❾ (H❿⑨)➀ ➃❷❸➂❹ dd❹ J❺ ⑨ ❻⑥❼ ⑨ H❾ (H❿

➁)❷ ➄➅C❿NMR (CDC➆➅❹ ⑨❶➃ MH❾)➇ ➈ ⑨❽❷➂⑨ (C❿⑨➉)❹ ⑨➉❷➁❽ (C❿⑨➊)➀ ⑨➊❷➃➂ (C❿⑨⑨)➀ ❶⑨❷❸❶ (C❿⑨➃)❹
❶➊❷➂❸ (C❿❸)➀ ❽⑨❷⑩➃ (C❿⑨❶)➀ ❽❶❷➂➃ (C❿➂)➀ ❽➁❷❸➁ (C❿➉)➀ ❽➃❷➂❸ (C❿⑨➂)➀ ➁❶❷❸⑩ (C❿❶)➀ ➁❽❷⑨❽ (C❿⑨⑩)➀
➁❸❷➁➁ (C❿⑨❽)➀ ➁➁❷➉⑨ (C❿➊)➀ ➃⑩❷❸➁ (C❿⑨➁)➀ ❸⑨❷➂➂ (C❿⑨)➀ ⑨❶❽❷➁⑩ (C❿➁)➀ ⑨➂➂❷➂❸ (C❿➃)➀ ⑨➊➂❷➊➉ (C❿

❽)➀ ❶❶⑩❷⑩⑩ (C❿⑨❸)❷
➂➋❹⑨⑩➋❿D⑦➌➍❼②➎➏❿⑨➊❿N➎②➐④⑧➐➎⑧➐④②➎⑥➇

➄H❿NMR (CDC➆➅❹ ➃⑩⑩ ➑➒❾)➇ ➈ ⑩❷➉⑨❹ s❹ ❽➒ (H❿⑨➉)➀ ⑨❷⑩⑩❹ m (H❿➊)➀ ⑨❷⑩⑨❹ m (H❿⑨➁)➀ ⑨❷⑩➉❹ m (H❿

⑨❶➓)➀ ⑨❷❶➁❹ m (H❿❸➓)➀ ⑨❷❽❶❹ dd❹ J❺ ➉❷➃ ❻⑥❼ ➉❷➃ H❾ (H❿⑨➃➓)➀ ⑨❷➁➃❹ m (H❿⑨➂➓)➀ ⑨❷➂⑩❹ m (H❿⑨➃⑤)➀
⑨❷➂➂❹ m (H❿⑨⑨➓)➀ ⑨❷❸❶❹ m (H❿⑨⑨⑤)➀ ⑨❷➉⑩❹ ddd❹ J❺ ⑨➁❹ ⑨➁ ❻⑥❼ ➁ H❾ (H❿⑨➓)➀ ⑨❷➉➉❹ ddd❹ J❺ ⑨❽❹ ➁
❻⑥❼ ❽ ➒❾ (H❿⑨❶⑤)➀ ❶❷⑩❽❹ m (H❿❸⑤)➀ ❶❷⑩➂❹ m (H❿➉ ❻⑥❼ ➒❿⑨➂⑤)➀ ❶❷❶⑩❹ ddd❹ J❺ ⑨➁❹ ➃ ❻⑥❼ ➃ H❾ (H❿

⑨➓)➀ ❶❷❽⑩❹ m (H❿❶➓)➀ ❶❷➂➉❹ ddd❹ J❺ ⑨➂❷➃❹ ⑨❽ ❻⑥❼ ➃ H❾ (H❿❶⑤)➀ ❽❷➂➁❹ dd❹ J❺ ➉❷➃ ❻⑥❼ ➉❷➃ H❾ (H❿

⑨❸)➀ ➁❷➁➁❹ dd❹ J❺ ❶❷➉ ❻⑥❼ ❶❷➉ H❾ (H❿➂)➀ ➃❷➉⑨❹ s❹ (H❿➁)❷ ➄➅C❿NMR (CDC➆➅❹ ⑨❶➃ MH❾)➇ ➈ ⑨⑩❷➊➂

(C❿⑨➉)❹ ⑨➊❷❸❶ (C❿⑨⑨)➀ ❶❽❷❶➃ (C❿⑨➃)❹ ❶➊❷❶❸ (C❿➉)➀ ❽⑩❷➁⑨ (C❿⑨➂)➀ ❽❽❷➁⑨ (C❿⑨)➀ ❽❽❷➉➉ (C❿❶)➀
❽➂❷⑩➁ (C❿⑨❶)➀ ❽➉❷⑩⑨ (C❿❸)➀ ➁❽❷⑩➃ (C❿⑨❽)➀ ➁➊❷➉❸ (C❿⑨➁)➀ ➃❽❷❶⑨ (C❿➊)➀ ❸⑩❷➊❸ (C❿⑨⑩)➀ ❸❽❷⑨❽ (C❿

➂)➀ ➉⑨❷➂⑩ (C❿⑨❸)➀ ⑨❶➃❷➉➊ (C❿➁)➀ ⑨➃➊❷⑩➊ (C❿➃)➀ ❶⑩⑩❷➁➉ (C❿❽)❷
⑨➔❿H➍❼②➎➏➐④⑧➐➎⑧➐④②➎⑥❿A→④➐➓➐➇

➄H❿NMR (CDC➆➅❹ ➃⑩⑩ MH❾)➇ ➈ ⑩❷➉⑨❹ s❹ ❽➒ (H❿⑨➉)➀ ⑨❷⑩❽❹ m (H❿❸➓)➀ ⑨❷⑩➉❹ m (H❿⑨➁)➀ ⑨❷⑨➂❹ s❹
❽➒ (H❿⑨➊)➀ ⑨❷❶⑩❹ m (H❿⑨❶➓)➀ ⑨❷❽➁❹ m❹ (H❿⑨➃➓)➀ ⑨❷❽➉❹ m (H❿⑨⑨➓)➀ ⑨❷➁➉❹ m (H❿⑨➂➓)➀ ⑨❷➃⑨❹ m (H❿

⑨⑨⑤)➀ ⑨❷➃➃❹ m (H❿➉)➀ ⑨❷➂➃❹ m (H❿➊ ❻⑥❼ H❿⑨➃⑤)➀ ⑨❷❸➁❹ m (H❿⑨❶⑤)➀ ⑨❷❸❸❹ m (H❿❸⑤)➀ ❶❷⑩⑩ ❹ s❹ ❽H
(H❿❶⑨)➀ ❶❷⑨➁❹ m (H❿⑨➂⑤)➀ ❶❷❽❶❹ m (H❿➂➓)➀ ❶❷❽➂❹ m (H❿➂⑤)➀ ❶❷➃❽❹ ddd❹ J❺ ⑨❸❹ ❽ ❻⑥❼ ⑨ H❾ (H❿❶➓)➀
❶❷❸⑩❹ dd❹ J❺ ⑨❸ ❻⑥❼ ❽ H❾ (H❿❶⑤)➀ ➁❷⑩➂❹ dd❹ J❺ ❽ ❻⑥❼ ❽ H❾ (H❿⑨)➀ ➁❷➃➂❹ dd❹ J❺ ➉ ❻⑥❼ ➊ H❾ (H❿

⑨❸)➀ ➃❷❸➂❹ dd❹ J❺ ⑨ ❻⑥❼ ⑨ H❾ (H❿➁)❷ ➄➅C❿NMR (CDC➆➅❹ ⑨❶➃ MH❾)➇ ➈ ⑨⑨❷➊➁ (C❿⑨➉)❹ ⑨➉❷➃❽ (C❿

⑨➊)➀ ⑨➊❷➃➂ (C❿⑨⑨)➀ ❶⑨❷⑨⑨ (C❿❶⑨)➀ ❶❽❷➁➉ (C❿⑨➃)❹ ❶❸❷❽➊ (C❿⑨➂)➀ ❽⑩❷➃⑩ (C❿❸)➀ ❽❶❷➉❽ (C❿➂)➀ ❽➃❷⑩⑨
(C❿➉)➀ ❽➂❷➁⑩ (C❿⑨❶)➀ ➁❶❷➂➉ (C❿❶)➀ ➁❶❷➁⑨ (C❿⑨❽)➀ ➁❽❷⑨➃ (C❿⑨⑩)➀ ➁➁❷❸⑨ (C❿➊)➀ ➃⑩❷⑨❸ (C❿⑨➁)➀
❸⑨❷❸➂ (C❿⑨)➀ ➉❶❷➃⑨ (C❿⑨❸)➀ ⑨❶❽❷❽❽ (C❿➁)➀ ⑨➂❸❷⑩➊ (C❿➃)➀ ⑨❸⑨❷⑨➉ (C❿❶⑩)➀ ⑨➊➂❷➊➂ (C❿❽)❷
➊➔❿ H➍❼②➎➏➐④⑧➐➎⑧➐④②➎⑥❿A→④➐➓➐➇

➄H❿NMR (CDC➆➅❹ ➃⑩⑩ MH❾)➇ ➈ ⑩❷➉⑩❹ s❹ ❽➒ (H❿⑨➉)➀ ⑨❷❶➉❹ s❹ ❽➒ (H❿⑨➊)➀ ⑨❷❽⑨❹ m❹ (H❿⑨➃➓)➀ ⑨❷➁➁❹
m (H❿❸➓ ❻⑥❼ H❿⑨❶➓)➀ ⑨❷➁➉❹ m (H❿⑨⑨➓)➀ ⑨❷➁➊❹ m (H❿⑨➂➓)➀ ⑨❷➃➁❹ m (H❿⑨➁)➀ ⑨❷➃❸❹ m (H❿❸⑤❹ H❿⑨❶⑤

❻⑥❼ H❿⑨➃⑤)➀ ⑨❷➂❸❹ m (H❿⑨➓)➀ ⑨❷❸➂❹ m (H❿⑨⑨⑤)➀ ⑨❷➊❶❹ ddd❹ J❺ ⑨❽❹ ⑨⑩❷➃ ❻⑥❼ ❽ H❾ (H❿➉)➀ ❶❷⑩⑩ ❹ s❹
❽➒ (H❿❶⑨)➀ ❶❷⑨➃❹ m (H❿⑨➂⑤)➀ ❶❷❶❸❹ m (H❿➂➓)➀ ❶❷❽➉❹ m, ❶➒ (H❿❶)➀ ❶❷➁⑨❹ m (H❿⑨⑤)➀ ❶❷➁❶❹ m (H❿

➂⑤)➀ ➁❷➂❶❹ dd❹ J❺ ➉ ❻⑥❼ ➊ H❾ (H❿⑨❸)➀ ➃❷➉❶❹ d❹ J❺ ❶ (H❿➁)❷ ➄➅C❿NMR (CDC➆➅❹ ⑨❶➃ MH❾)➇ ➈



E➣↔↕➙➛➜➝➝↕

➞➞➞

➞➞➟➞➠ (C➡➞➢)➤ ➞➥➟➢➦ (C➡➞➥)➧ ➨➞➟➞➩ (C➡➨➞)➧ ➨➦➟➨➫ (C➡➞➭)➤ ➨➫➟➦➢ (C➡➞➞)➧ ➨➯➟➦➥ (C➡➞➫)➧ ➨➢➟➠➦
(C➡➞)➧ ➦➞➟➫➯ (C➡➫)➧ ➦➨➟➞➞ (C➡➞➨)➧ ➦➦➟➥➠ (C➡➨)➧ ➦➠➟➢➞ (C➡➯)➧ ➦➯➟➨➫ (C➡➢)➧ ➠➨➟➦➞ (C➡➞➦)➧ ➠➦➟➢➨
(C➡➞➠)➧ ➠➠➟➦➢ (C➡➞➩)➧ ➯➫➟➠➭ (C➡➥)➧ ➢➨➟➨➩ (C➡➞➯)➧ ➞➨➫➟➯➭ (C➡➠)➧ ➞➫➢➟➯➯ (C➡➭)➧ ➞➯➞➟➞➨ (C➡➨➩)➧
➞➥➥➟➞➩ (C➡➦)➟
➞➲➡H➳➵➣➸➺➡➞➞➡K↕➻➸➼➛➵➣➸➝➻↕➛➵➜➸➛➽

➾H➡NMR (CDC➚➪➤ ➭➩➩ MH➶)➽ ➹ ➩➟➢➭➤ s➤ ➦➘ (H➡➞➢)➧ ➞➟➦➦➤ m (H➡➯➼)➧ ➞➟➦➥➤ s➤ ➦➘ (H➡➞➥)➧ ➞➟➥➦➤
m (H➡➞➠)➧ ➞➟➫➫➤ m➤ (H➡➞➭➼)➧ ➨➟➩➦➤ m (H➡➢)➧ ➨➟➩➠ m (H➡➯➙)➧ ➨➟➞➦➤ m (H➡➞➭➙)➧ ➨➟➨➫➤ ddd➤ J➴ ➨➩➤

➥ ➷➛➵ ➥ H➶ (H➡➞➫➼)➧ ➨➟➦➫➤ m (H➡➞➨➼)➧ ➨➟➦➯➤ m (H➡➫➼)➧ ➨➟➠➨➤ m (H➡➫➙ ➷➛➵ H➡➞➨➙)➧ ➨➟➠➢➤ ddd➤
J➴ ➞➯➤ ➦➟➭ ➷➛➵ ➞ H➶ (H➡➨➼)➧ ➨➟➭➭➤ ddd➤ J➴ ➨➩➤ ➥ ➷➛➵ ➞ H➶ (H➡➞➫➙)➧ ➞➟➯➫➤ d➤ J➴ ➞➞ H➶ (H➡➥)➧
➨➟➯➯➤ dd➤ J➴ ➞➯ ➷➛➵ ➦ H➶ (H➡➨➙)➧ ➠➟➢➩➤ dd➤ J➴ ➦➟➭ ➷➛➵ ➦ H➶ (H➡➞)➧ ➭➟➯➯➤ dd➤ J➴ ➞ ➷➛➵ ➞ H➶ (H➡

➠)➟ ➾➪C➡NMR (CDC➚➪➤ ➞➨➭ MH➶)➽ ➹ ➞➠➟➫➥ (C➡➞➢)➤ ➞➢➟➨➭ (C➡➞➥)➧ ➨➞➟➭➥ (C➡➞➭)➤ ➦➩➟➦➩ (C➡➯)➧
➦➨➟➨➦ (C➡➫)➧ ➦➭➟➯➥ (C➡➢)➧ ➦➭➟➥➯ (C➡➞➫)➧ ➠➨➟➭➩ (C➡➨)➧ ➠➦➟➩➩ (C➡➞➩)➧ ➠➥➟➫➥ (C➡➞➠)➧ ➭➩➟➩➩ (C➡

➞➨)➧ ➭➩➟➨➦ (C➡➞➦)➧ ➭➭➟➨➢ (C➡➥)➧ ➯➞➟➦➩ (C➡➞)➧ ➞➨➦➟➥➢ (C➡➠)➧ ➞➫➠➟➩➫ (C➡➭)➧ ➞➥➯➟➨➫ (C➡➦)➧ ➨➩➢➟➫➯
(C➡➞➞)➧ ➨➞➯➟➩➥ (C➡➞➯)➟

E➝ ➬➸➛➛➻↕ ➝➸➮➜➻ ➜➮ F➼➚➚↕ ➱➸➛ ➞➥➡N➸➣➻↕➝➻➸➝➻↕➣➸➛ ➷➛➵ T↕➝➻➸➝➻↕➣➸➛➼✃↕➻➼➻ ↕➜➛ ↕➜➛➵↕➷➻➜↔↕➣ E➜➛➡
❐➚➷➝➝ ➼➷❐ ➵➜↕ C❒P➨➫➩❮➞➡➼➙❰Ï➛↔➜↔↕ H➳➵➣➸➺➳➚➜↕➣➷➛↔ ➵➷➣✃❰ ➱↕➣➝✃❰➜↕➵↕➛↕ ❐➷➛➬➻➜➸➛↕➚➚↕ G➣➷ÐÐ↕➛

➼➮ A➛➵➣➸➝➻➡➠➡↕➛➡➦➡➸➛➡G➣➷➛➵↔↕➣Ñ➝➻ beobachtet werden. Es stellte sich nun die Frage, ob ein
anderes C19-Steroid GrundgerÑ➝➻ die Hydroxylierungsposition von CYP260A1 verÏndert.
Aus diesem Grund wurde die natÑ➣liche Vorstufe von Testosteron (40), Dehydroepiandroste-
ron (056), als Substrat verwendet. Im Vorfeld konnte schon bei der Substratsuche (siehe Tab.
3.6) gezeigt werden, dass diese Verbindung von CYP260A1 in vitro umgesetzt wird. De-
hydroepiandrosteron (056) besitzt keine 3-Keto-4-en-Struktur am A-Ring des SteroidgerÑ➝➻s,
sondern eine Ò-Hydroxylfunktion am C3-Kohlenstoffatom und eine Doppelbindung zwischen
dem C5- und C6-Kohlenstoffatom (3β-Hydroxy-androst-5-en Grundstruktur). Ein Problem
hierbei war die geringe UV-Absorption des Substrates und der Produkte (Absorption bei 210
nm), wodurch eine genaue Analyse sowohl in vitro als auch mit dem Ganzzellsystem nicht
mÓ↔lich war. Aus diesem Grund erfolgte die Analyse wÏhrend der Isolierung nur mittels
DÑ➛➛➝✃hichtchromatographie und FÏrbung mit Anisaldehyd (siehe Material und Methoden
2.2.7.3). Es entstand ein Hauptprodukt, bei dem es sich um 7➲-
Hydroxydehydroepiandrosteron handelte (siehe Abb. 3.39). Dies bedeutet, dass sich durch
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ÝÖØ AÞÚßàÞÚáâ ÝÖÔ ãäKÖßåäæäÖØäSßÔÞçßÞÔ ÝÞÔáâ ÝÙÖ ãèäHéÝÔåêéäëäÖØ SßÖÔåÙÝÚßÔÞçßÞÔ ÝÙÖ ×Öä
ìåÔíÞÕßÖ HéÝÔåêéîÙÖÔÞØÕÚïåÚÙßÙåØ ìåØ Ûð àÞñ òð óndert.
Die detaillierten NMR-Daten des Produktes sind im Folgenden aufgefôârt.
7ð-Hydroxydehydroepiandrosteron:
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): õ 0.85, s, 3H (H-18); 0.98, s, 3H (H-19); 1.09, ddd, J= 13, 13
und 3.5 Hz (H-1a); 1.25, m (H-9 und H-12a); 1.48, m (H-11a);1.49, m (H-2a); 1.53, m (H-
15a); 1.64, m, ddd, J= 12, 12 und 5 Hz (H-8); 1.67, m (H-11b); 1.76, ddd, J= 12, 12 und 5 Hz
(H-14); 1.80, m (H-12b); 1.83, m (H-2b); 2.07, m (H-1b); 1.53, m (H-15b); 2.11, m (H-16a);
2.27, dddd, J= 13, 5, 2 und 2 Hz (H-4a); 2.33, ddd, J= 13, 5 und 2 Hz (H-4b); 2.43, m (H-
16b); 3.54, dddd, J= 11, 11, 5 und 5 Hz (H-3); 3.94, dd, J= 5, 5 und 2 Hz (H-7); 5.60, dd, J= 5
und 2 Hz (H-6). 13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): õ 13.24 (C-18), 18.23 (C-19); 20.04 (C-11);
21.87 (C-15), 31.03 (C-12); 31.22 (C-2); 35.76 (C-16); 36.92 (C-1); 37.17 (C-8); 37.48 (C-
10); 41.87 (C-4); 42.58 (C-9); 44.91 (C-14); 47.08 (C-13); 64.24 (C-7); 71.13 (C-3); 123.51
(C-6); 146.51 (C-5); 221.18 (C-17).

Abb. 3.39: Reaktionsgleichung des CYP260A1 katalysierten Umsatz von Dehydroepi-
androsteron (056) und dem 7ð hydroxylierten Hauptprodukte; neu eingefôârte 1ð-
Hydroxyfunktion in rot.

3.6.2.3 NMR-Charakterisierung des Hauptproduktes von (+)-Nootkaton

Wie schon zuvor erwóhnt, handelte es sich bei dem ersten veröffentlichten Substrat von
CYP260A1 um das steroidóhnliche Sesquiterpen (+)-Nootkaton (025) (Ewen et al. 2009).
Dieses besitzt ebenfalls, wie die meisten in dieser Arbeit untersuchten Steroide (Ausnahme
Dehydroepiandrosteron), eine 3-Keto-4-en-Struktur im A-Ring, wobei der Struktur die ste-
roidtypischen C- und D-Ringe fehlen. Zusótzlich besitzt es am C4-Atom, welches aufgrund
einer anderen Nomenklatur dem C1-Atom der Steroidnomenklatur entspricht, eine è-stóndige
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Mù�✁✂✄ø÷☎✆✆ù (ýüù✁ù Aúú✝ ÿ✝✞✟A)✝ Iû ✠üùýù÷ A÷úùü� ✡☛ûû�ù û☎û ✠☞ý H☞☎✆�✆÷☛✠☎✡� ✠ù÷
C✌P✍✎✟✏þ ☞ú✁✑ûøüøùû Bü☛�÷☞ûý✒☛÷✓☞�ü☛û ✔☛û (✕)✖N☛☛�✡☞�☛û (✟✍✗) üý☛✄üù÷� ☎û✠ ✘✁☞÷☞✡�ù÷ü✖

ýüù÷� ✙ù÷✠ùû✝ Eý ✁☞û✠ù✄�ù ýü✘✁ úùü ✠ù✓ P÷☛✠☎✡� ☎✓ ✞✚✖H✂✠÷☛✛✂û☛☛�✡☞�☛û (ýüù✁ù Aúú✝ ÿ✝✞✟B)✝
Düùý úù✠ù☎�ù�✜ ✠☞ýý �÷☛�✢ ✢☎ý✑�✢✄ü✘✁ù÷ ✞ ✣✖Mù�✁✂✄ø÷☎✆✆ù ☎û✠ ✒ù✁✄ùû✠ù÷ Rüûøù C✌P✍✎✟✏þ ☞û

✠ù÷ ✢☎ ✠ù÷ S�ù÷☛ü✠✁✂✠÷☛✛✂✄üù÷☎ûø ✑quivalenten Position angreift.
Die detaillierten NMR-Daten zu dem Produkt sind im Folgenden aufgef✤hrt (Nummerierung
der C-Atome entsprechend Nomenklatur Abb. 3.40A).
4✚-Hydroxynootkaton:
1H-NMR (CDCl3, 500 MHz): ✥ 1.24, s, 3H (H-15); 1.26, s, 3H (H-14); 1.73, s, 3H (H-13);
1.36, m (H-8a); 1.62, m, ddd, J= 13, 3 und 3 Hz (H-6a); 1.85, m (H-8b); 1.96, dd, J= 13 und
13 Hz (H-6b); 2.31, dddd, J= 15.5, 13, 3 und 3 Hz (H-7); 2.42, dd, J= 17 und 1 Hz (H-3a);
2.43, m (H-9a); 2.51, m (H-9b); 2.76, d, J= 17 (H-3b); 4.73, s, 2H (H-12); 5.83, brs, (H-1).
13C-NMR (CDCl3, 125 MHz): ✥ 20.76 (C-13), 22.39 (C-15); 23.39 (C-14); 30.78 (C-8), 33.10
(C-9); 35.86 (C-6); 40.36 (C-7);44.51 (C-5); 48.95 (C-3); 75.94 (C-4); 109.44 (C-12); 124.47
(C-1); 149.13 (C-11); 167.00 (C-10); 197.27 (C-2).

Abb. 3.40: A) Nomenklatur bzw. Nummerierung der C-Atome f✤r (+)-Nootkaton (025); B)
Reaktionsgleichung des CYP260A1 katalysierten Umsatz von (+)-Nootkaton und dem 4✚
hydroxylierten Hauptprodukte; neu eingef✤✁rte 4✚-Hydroxyfunktion in rot.



E✦✧★✩✪✫✬✬★

✭✭✮

3.6.3 Modellierung von CYP260A1 zur Charakterisierung der Sub-
stratbindetasche

W✫★ ✯✰✱✲✦ ✧★✯★✫✧✳✴ ✵✶✪✷★✸✳ ★✬ ✬✫✹✵ ✩★✫ C✺P✻✼✽✾✭ ✰✿ ★✫✪★ ✭❀❁S✳★✦✲✫✷✵❂✷✦✲❃❂✸✶✬★❄ E✬ ✬✳★✸✸✳★

✬✫✹✵ ✪✰✪ ✷✫★ F✦✶✧★✴ ❅✫★ ✷✫★ S✰✩✬✳✦✶✳✩✫✪✷★✳✶✬✹✵★ ✷★✬ E✪✯❂✿✬ ✬✳✦✰❆✳✰✦★✸✸ ✩★✬✹✵✶❇❇★✪ ✬★✫✪ ✿✰✬✬✴

✰✿ ✷✫★ H❂✷✦✲❃❂✸✫★✦✰✪✧ ✶✪ ✷✫★✬★✦ ✰✪✧★❅❈✵✪✸ichen Position im Steroidger❉✬✳ durchzuf❉✵✦en.
Da eine Kristallstruktur des Proteins nicht vorlag, wurden Homologiemodelle anhand von
bestehenden Kristallstrukturen ❊hnlicher Cytochrome P450 durchgef❉✵✦t. Hierzu wurde zur
Suche ❊hnlicher Strukturen zun❊chst der blastp-Algorithmus (Altschul et al. 1997) verwendet.
Es wurden zur Modellierung mit Swiss-Model (Arnold et al. 2006) die Kristallstrukturen der
drei Cytochrome mit der gr❈❋✳en Ähnlichkeit zu CYP260A1 ausgesucht (siehe Tab. 3.10).
Hierbei handelte es sich um drei Vertreter der CYP107-Familie, CYP 107E1 aus Micromo-
nospora griseorubida (2Y5N│ Identität: 31%; Ähnlichkeit: 51%; Lücken 5%), CYP107H1

aus Bacillus subtilis (3EJB│ Identität: 27%; Ähnlichkeit: 49%; Lücken 5%) und die Mutante

A245T von CYP107A1 aus Saccharopolyspora erythraea (1Z8Q│ Identität: 32%; Ähnlich-

keit: 49%; Lücken 9%). Die Qualitäten der entstandenen Modelle hatten einen QMEANsco-

re4 im Bereich von 0,5-0,6 was nur einer moderaten Qualität entspricht. Betrachtet man die

für Cytochrome P450 typischen Sekundärstrukturen (strukturell konservierte Regionen), zeig-

te sich, dass in allen drei Modellen gleiche Aminosäurereste an der Ausbildung der Helices

und β-Faltblätter beteiligt sind (siehe Tab. 3.10). Bei einer Superposition der Modelle (siehe

Abb. 3.41 A und B) sieht man auch, dass die meisten Helices und Faltblätter auch räumlich

ähnliche Positionen einnehmen, insbesondere im Vergleich der Modelle mit 3EJB_B und

1Z8Q_A als Vorlage. Eine Ausnahme bildet bei dem 2Y5N_B-Modell die F-Helix, sie ist im

Gegensatz zu den beiden anderen versetzt (siehe Abb. 3.41 A). Dies hat direkte Auswirkungen

auf die Substraterkennungstellen 2 und 3 („substrat recognition sites“ - SRS), die sich übli-

cherweise in der Region zwischen G- und F-helix befindet (siehe Einleitung 1.2.2 Abb. 1.3).

Gleiche Ergebnisse werden für die Zwischenbereiche der Sekundärstrukturen mit ihren

Schleifen und ungeordneten Strukturen erhalten. Diese Unterschiede beeinflussen direkt die

Substraterkennungstellen (siehe Tab. 3.10) und ihre Lage (siehe Abb. 3.41 C und D). All diese

Unterschiede beeinflussen vor allem die SRS 1, SRS 2/3 und SRS 6 des 2Y5N_B-Modells.
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Tab. 3.10: Auflistung der verschiedenen mit Swiss-Model erzeugten Modelle von CYP260A1
mit den verschiedenen statistischen Parametern. Zusätzlich sind die Aminosäurebereiche der
P450-typischen Sekundärstrukturen und die resultierenden Substraterkennungsstellen („sub-
strate recognition sites“ - SRS) gezeigt.

PDB-ID
der Vorlage 3EJB_B 1Z8Q_A 2Y5N_B

Name der Vorlage
CYP107H1

P450BioI

WT

CYP107A1
P450eryF

A245T Mutante

CYP107E1
P450MycG

WT
Ergebnisse des Blast

Identität
Ähnlichkeit

27%
49%

32%
49%

31%
51%

Sequenzidentität
nach Swiss-Model 22% 26% 25%

Qualität des Models
(QMEANscore4) 0,602 0,562 0,526

Helices
A
B

 B´
C
D
E
F
G
H
I
J

 J´
K

 K´
L

Ala16-Ala25
Lys46-Arg54

/
Asp79- Asn89
Pro94-Arg115

Leu124-Phe141
Leu148-Gly161
Pro168-Arg194
Leu200-Lys209
Ile216-Ala247
Pro249-Gln257

/
Leu261-Trp272
Gly304-Asn308
Gly342-Arg360

Ala16-Arg24
Lys46-Arg54

/
Asp79-Met90
Pro94-Leu116

Leu125-Phe141
Glu150-Leu159
Pro168-Arg194
Leu200-Leu205
Ile216-Ala247
Pro249-Gln257

/
Leu261-Trp272
Gly304-Asn308
Gly342-Arg360

Ala18-Arg24
Lys46-Arg54

/
Asp79-Phe91
Pro94-Gly118

Leu124-Phe141
Leu148-Ala157
Val171-Arg194
Leu200-Arg206
Ile216-Ala247
Pro249-Gln257

/
Leu262-Trp272
Gly304-Asn308
Gly342-Phe361

β-Faltblätter
1-1
1-2
1-5
3-1
5-1
5-2
1-4
2-1
2-2
1-3
3-3
4-1
4-2
3-2

Ile32-Asp35
Met40-Leu43
Thr58-Phe59

Arg121-Asp123
/
/

Gly278-Val283
Val287-Leu289
Gln292-Leu294
Thr298-Ala303
Arg365-Ala366

/
/

P390-L392

Ile32-Asp35
Met40-Leu43
Thr58-Ser60

Arg121-Asp123
/
/

Val279-Val283
Val287-Leu289
Gln292-Leu294
Thr298-Leu302
Arg365-Ala366

/
/

Pro390-Leu392

Ile32-Asp35
Met40-Leu43
Thr58-Phe59

Arg121-Asp123
Leu208-Lys209
His212-Met213
Arg281-Val283
Val287-Leu289
Gln292-Leu294
Thr298-Leu302
Arg365-Ala366
Tyr376-Gly377
Pro386-Lys388
Val391-Leu392

Substraterkennungsstellen
SRS-1

SRS-2/3
SRS-4
SRS-5
SRS-6

Leu69; Ala74
Leu159; Leu162
Ser225; Gly229
Ser276; Gly278
Val382; Ala383

Ala74
Leu159; Leu162
Ser225; Gly229
Ser276; Gly278

Val382

Leu69; Gly71; Ala74
Arg160

Ser225; Gly229
Ser275; Ser276; Val279

Val382
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Ein genauer Vergleich der an den Substraterkennungsstellen beteiligten Aminosäuren zeigt,

dass 5 Aminosäuren identisch sind; das Alanin 74 in der SRS 1, das Serin 225 und das Glycin

229 in der SRS4, das Serin 276 in der SRS 5 und das Valin 382 in der SRS6. Da aber wie

schon zuvor erwähnt die Sekundärstrukturen untereinander sehr ähnlich sind, ist die Lage der

in der I-Helix befindliche Aminosäuren Serin 225 und Glycin 229 sowie die Position des für

die Katalyse entscheidenden Threonin 233 in allen Homologiemodellen identisch. Die ande-

ren Aminosäuren mit Ausnahme von Alanin 74 nehmen zum Teil recht unterschiedliche Posi-

tionen in der Bindetasche ein (siehe Abb. 3.41 C und D).

Abb. 3.41: Überlagerung (Superposition) der drei Modelle mit dem jfatcat-Algorithmus (Ye
& Godzik 2003); 3EJB_B-Model in blau, 1Z8Q_A-Model in rot und 2Y5N_B-Model in grau:
A) Sicht auf die Helixdomäne bzw. die F-Helix; B) Sicht auf die β-Domäne; C) und D) glei-
che Sicht wie bei A) und B) nun aber nur die Darstellung der Aminosäuren der SRSs und des
Threonin 233, Reste die in allen Modellen vorkommen sind fett und schwarz beschriftet, die
übrigen in der jeweiligen Farbe des Models. Der Protoporphyrin IX Ring des Häms ist braun
und das zentrale Eisenatom dunkelrot dargestellt.
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Bei den anschließenden Dockingexperimenten zur Aufklärung der Substratbindung durch Dr.

Michael Hutter vom Zentrum für Bioinformatik (ZBI) an der Universität des Saarlandes führ-

ten diese Unterschiede zu ganz verschiedenen Bindungen der einzelnen Substrate in den akti-

ven Zentren. Aus diesem Grund wurde sich zuerst auf Testosteron beschränkt, da das Steroid-

gerüst mit den Ringen A, B, C und D sehr rigide ist und nur die Alkoholfunktion am C17-

Atom mit seiner Drehung um sich selbst flexibel ist. Hierbei konnte nur für das 2Y5N_B-

Model eine Dockingposition erhalten werden, in der die 1α-Position (C1-Position axial von

unten) in Richtung des Hämeisens zeigt (siehe Abb. 3.42 A). Das Testosteron richtete sich

parallel zur I-Helix über dem Häm aus, so dass prinzipiell nur die untere Seite hydroxyliert

werden kann. Weitere mögliche Hydroxylierungspositionen in dieser Konformation waren

hierbei 9α, 11α, und 12α. Diese Dockingposition I war zudem die energetisch günstigste (ΔG

= -6,97 kcal/mol) und bei den Berechnungen am häufigsten (ca. 90%) gefundene Konformati-

on des Testosterons. Neben der Dockingposition I erhielt man auch noch eine weitere energe-

tisch ungünstigere Dockingposition (ΔG = -5,78 kcal/mol; Häufigkeit 27%) (siehe Abb. 3.42

B), in der das Testosteron um 180° gedreht in der Bindetasche vorliegt, was einer möglichen

Hydroxylierung von 6α und 7α entspricht. In beiden Konformationen sitzt das Testosteron mit

seinen hydrophilen Keto- und Hydroxylfunktionen zwischen den Serinen 225 und 276  (SRS

4 und SRS 5). Eine direkte Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen wurde in beiden

Konformationen jeweils nur zu einer der beiden Aminosäuren beobachtet. Bei der Docking-

position I bildet die Hydroxylfunktion an C3 eine Wasserstoffbrücke zu Serin 276 und bei der

Dockingposition II zu Serin 225.

Um die Unterschiede in diesen beiden Dockingpositionen näher zu charakterisieren, wurde

anschließend Dehydroepiandrosteron (056) für die Berechnung möglicher Dockingpositionen

verwendet, da bei diesem die funktionellen Gruppen gegenüber dem Testosteron umgekehrt

angeordnet sind (Ketofunktion an C17 und Hydroxylfunktion an C3) und auch bei den Sub-

stratumsätzen eine 7α-Hydroxylierung statt einer 1α-Hydroxylierung mit CYP260A1 erhalten

wurde. Bei den Dockingexperimenten zeigten sich wiederum die beiden Dockingpositionen, I

und II, wie beim Testosteron (siehe Abb. 3.42). Aber nun waren beide Konformationen ener-

getisch gleich (ΔG = -7,28 kcal/mol), wobei nun die Häufigkeit der Dockingposition II (ca.

57%) höher ausfiel. Dies würde eine Hydroxylierung an den Positionen 6α und 7α begünsti-

gen, was auch mit dem tatsächlich isolierten 7α hydroxylierten Produkt übereinstimmt. Auch

hier bindet die Hydroxylfunktion entweder am Serin 225 oder Serin 276 nur in umgekehrter

Weise, da sie nun an C17 sitzt (Dockingposition I: S225 und S276).
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Abb. 3.42: Darstellung der zwei besten Dockingpositionen, I und II, für Testosteron (A und
B) und Dehydroepiandrosteron (C und D). Die C-C Bindungen der Substrate sind hellgrau,
die der SRS von dem 2Y5N_B-Model dunkelgrau, O-Atome rot und Stickstoffatome blau
dargestellt. Die Atome, die in den Dockingpositionen dem Fe (dunkelrot; Protoporphyrin IX
Ring braun) am nächsten liegen wurden farbig markiert; Position I: C1 orange, C9 grün, C11
gelb und C12 violett; Position II: C6 cyanblau und C7 braun.

Neben Testosteron (040) und Dehydroepiandrosteron (056) wurde auch Androstendion (019)

als C19-Steroid in das 2Y5N_B-Model von CYP260A1 gedockt. Hierbei konnte nur die Do-

ckingposition I (ΔG = -7,19 kcal/mol) erhalten werden, wobei der Abstand des C1-Atoms

gegenüber dem Testosteron von 4,39 Å auf 5,66 Å vergrößert ist und dafür C12 nun näher am

reaktiven Zentrum liegt (siehe Tab. 3.11). Dies beruht darauf, dass Androstendion keine

Hydroxylfunktion besitzt und nun wie Dehydroepiandrosteron in der Bindetasche liegt und

eine H-Brückenbindung zwischen der Ketofunktion an C3 und dem Serin 225 bildet.
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Tab. 3.11: Ergebnisse der Dockingexperimente mit C21- und C19-Steroiden mit der Auflis-
tung der für die Dockingpositionen I und II erhaltenen freien Bindungsenergien, Häufigkeiten
und den Abständen der dem Eisenhäm am nächsten liegenden C-Atome.

Substrat

1) freier Bindungsenergie
2) Häufigkeit der Position
3) Abstände der C-Atome vom Fe

Dockingposition I Dockingposition II

C21-Steroide
Progesteron

1) und 2)

3)

-7,52 kcal/mol // 100%

C1: 5,46 Å
C9: 4,85 Å
C11: 4,14 Å
C12: 3,46Å

nicht erhalten

11-Desoxycorticosteron
1) und 2)

3)

-7,50 kcal/mol // 39,5%

C1: 5,18 Å
C9: 4,58 Å
C11: 4,16 Å
C12: 3,68 Å

-7,82 kcal/mol // 56%

C6: 3,46 Å
C7: 3,33 Å

17α-Hydroxyprogesteron
1) und 2)

3)

-6,59 kcal/mol // 7,5%

C1: 6,41 Å
C9: 5,84 Å
C11: 4,63 Å
C12: 3,97 Å

-7.38 kcal/mol // 92,5%

C6: 3,67 Å
C7: 3,59 Å

C19-Steroide
Testosteron

1) und 2)

3)

-6,97 kcal/mol // 89,5%

C1: 4,39 Å
C9: 4,62 Å
C11: 4,13 Å
C12: 4,23 Å

-5,78 kcal/mol // 27%

C6: 3,99 Å
C7: 4,01 Å

Androstendion
1) und 2)

3)

-7,19 kcal/mol // 100%

C1: 5,81 Å
C9: 4,88Å

C11: 4,23 Å
C12: 3,45 Å

nicht erhalten

Dehydroepiandrosteron
1) und 2)

3)

-7,28 kcal/mol // 43,5%

C1: 5,66 Å
C9: 4,57 Å
C11: 4,10 Å
C12: 3,42 Å

-7,28kcal/mol // 56,5%

C6: 3,39 Å
C7: 3,22 Å

Im Folgenden wurden noch die drei Hauptvertreter der C21-Steroide, Progesteron, 11-

Desoxycorticosteron und 17α-Hydroxyprogesteron, für Dockingexperimente genutzt. Auch

hier wurde immer die Dockingposition I erhalten (siehe Tab. 3.11). Für Progesteron war diese



Ergebnisse

120

auch die einzige mögliche Konformation (ΔG = -7,52 kcal/mol). Für die beiden anderen Sub-

strate wird die Dockingposition I nicht bevorzugt eingenommen und zwar sowohl energetisch

als auch bezüglich ihrer Häufigkeit. Dies widerspricht den praktisch erhaltenen 1α- hydroxy-

lierten Hauptprodukten. Auch die Abstände der C1-Atome in der ungünstigeren Position I

sind mit 5,18 Å für 11-Desoxycorticosteron und 6,41 Å für 17α-Hydroxyprogesteron sehr

hoch. Insgesamt ist zu beobachten, dass die Dockingergebnisse bei den C21-Steroiden nicht

die Dockingposition I ergeben, welche eine 1α-Hydroxylierung, wie sie bei den Produktisolie-

rungen beobachtet wurde, widerspiegelt. Im Gegensatz dazu wurden bei den C19-Steroiden

meist genau diese Dockingposition I erhalten.
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3.7 Optimierung des CYP260A1-abhängigen Umsatzes von
Testosteron

Da die Produkte der durch CYP260A1 katalysierten Reaktionen durch die Massenspektro-

metrie näher bestimmt (siehe Kapitel 3.6.1) und auch die Hauptprodukte mittels NMR-

Spektroskopie charakterisiert werden konnten (siehe Kapitel 3.6.2), stellte sich als nächstes

die Frage, ob man die schon erreichten Ganzzellumsätze mit dem tricistronische Vektor

pETMR7 (CYP260A1/Fpr/Adx1-108) noch steigern könnte. Hierbei wurde versucht, das Ex-

pressionssystem mit einem Wechsel zu zwei Vektoren flexibler und effizienter zu gestalten.

3.7.1 Vergleich von AdR und Fpr als Reduktase im CYP260A1-
abhängigen Monooxygenasesystem

Für CYP264A1 aus S. cellulosum und CYP106A2 aus B. megaterium konnte zuvor gezeigt

werden, dass Adx im Ganzzellsystem effizienter mit der Reduktase aus E. coli arbeitet als mit

dem natürlichen Redoxpartner AdR aus B. taurus. Für die Isolierung der Hauptprodukte wur-

de deshalb das Fpr-unterstützte pETMR7-System verwendet (siehe Kapitel 3.6.2). Bevor nun

ein anderes Expressionssystem aufgebaut wurde, sollte überprüft werden, ob die beobachteten

Unterschiede zwischen AdR und Fpr auch im Falle von CYP260A1 auftreten. Hierzu konnte

der Umsatz von Testosteron durch das bereits klonierte pETMR4-System

(CYP260A1/AdR/Adx1-108) mit AdR als Reduktase (siehe Kapitel 3.5.1) direkt mit dem

pETMR7-System verglichen werden. Es wurden 200 µM Testosteron eingesetzt, wobei das

M9CA-Medium sowohl bei der Expression als auch bei dem Umsatz als Medium diente. Wie

schon bei CYP264A1 und CYP109D1 beobachtet, war das pETMR4-System das ineffiziente-

re System (siehe Abb. 3.43). Nach 24 h konnte mit diesem System ein Testosteronumsatz von

57,5 ± 11,9 % erhalten werden, was ca. 115 µM entsprach. Das pETMR7-System konnte ei-

nen vergleichbaren Wert schon nach 8 h erreichen, nämlich 47,5 ± 5,1 % (ca. 55 µM). Nach

24 h kam es bei diesem System zu einer starken Mehrfach-Hydroxylierung der Produkte. Um

einen Rückschluss auf die Expression von CYP260A1 zu ziehen, wurden nach 24 h COD-

Spektren der Lysate aufgenommen. Hierbei zeigte sich, dass beide Systeme ähnlich hohe

P450-Konzentrationen aufweisen, nämlich 8,8 nmol pro l Kultur (0,56 nmol pro g Feucht-
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masse) für pETMR4 und 9,67 nmol pro l Kultur (0,66 nmol pro g Feuchtmasse). Daher wurde

für die die neu aufzubauenden 2-Vektorsysteme nur noch Fpr als Reduktase verwendet.

Abb. 3.43: Vergleich der Auswirkung der Expression verschiedener Reduktasen auf die
CYP260A1 abhängigen Ganzzellumsätze von 200 µM Testosteron in M9CA-Medium und die
dabei erhalten P450 Konzentrationen pro l Kultur bzw. pro g Feuchtmasse: A: pETMR4-
System (CYP260A1/AdR/Adx1-108); B: pETMR5 (CYP260A1/Fpr/Adx1-108; in grau). Die
prozentualen Anteile der Analyten sind als Balken in folgenden Farben dargestellt: das Sub-
strat Testosteron (Testo) schwarz, das Hauptprodukt 1α-Hydroxytestosteron rot, das Neben-
produkt NP1 grün, das Nebenprodukt NP2 blau und die Gesamtheit der überoxidierten Pro-
dukte üNPs cyanblau.

3.7.2 Klonierung der Vektoren für das neue CYP260A1 Ganzzellsystem

Für das geplante 2-Vektor System sollten sich die 2 Redoxpartner von CYP260A1, Reduktase

und Ferredoxin, auf einem Vektor befinden und CYP260A1 auf einem dazu kompatiblen

Vektor. Weiterhin sollte die Option bestehen, zusätzlich zu dem P450 Gen ein weiteres Gen

dem System hinzufügen zu können. Daher wurden die Duet-Vektoren von Novagen ausge-

wählt, da diese 2 unabhängige Klonierungsstellen (MCS: „multiple cloning sites“) besitzen,

die jeweils unter der Kontrolle eines T7-Promotors stehen (Novy et al. 2002). Diese Vektoren
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existieren mit unterschiedlichen Resistenzen und Replikationsursprüngen (Held et al. 2003,

Tolia & Joshua-Tor 2006), wobei die Restriktionsschnittstellen der beiden MCSs für alle

Vektoren gleich sind.

Für die Redoxpartner wurde der pCDFDuet-1 Vektor mit Streptomycinresistenz verwendet.

Um für spätere Arbeiten mit dem neuen System bessere Vergleiche mit dem gereinigten

Adx4-108 zu haben, wurde das Gen aus dem Expressionsvektor pKKHC_Adx4-108 genommen,

wobei zuerst mittels ortsgerichteter Mutagenese mit den Primern Adx_NdeIdel_f und

Adx_NdeIdel_r (siehe Material & Methoden Tab. 2.1) die Sequenz an der internen NdeI Re-

striktionsschnittstelle geändert wurde. Dann wurde das Gen durch die Restriktionsschnittstel-

len NcoI und HindIII ausgeschnitten und in die MCS-I des pCDFDUET-1 Vektors einklo-

niert. Als nächstes wurde das Gen der Fpr mit den dazu nötigen Schnittstellen durch die

Primer Genom_Fpr_for und Fpr1r_KpnI (siehe Material & Methoden Tab. 2.1) amplifiziert.

Wie schon zuvor bei der Klonierung der tricistronischen Vektoren der pETMR-Serie (siehe

Kapitel 3.5.1) diente dabei der Expressionsvektor pET16_Fpr als Vorlage und das erhaltene

PCR-Produkt wurde in den pCR4™blunt Vektor zwischenkloniert. Anschließend wurde das

Gen durch die Restriktionsschnittstellen NdeI und KpnI ausgeschnitten und in die MCS-II

eingefügt und es entstand der Vektor für die Redoxpartner, pCDF_dFA (siehe Abb. 3.44 A).

Im nächsten Schritt wurde das CYP260A1 Gen durch die Restriktionsschnittstellen NdeI und

KpnI aus dem pET17b_CYP260A1 Vektor ausgeschnitten und in den pET22b Vektor einge-

bracht (siehe Abb. 3.44 B). Der zuvor verwendete pET17b-Vektor konnte nicht direkt ver-

wendet werden, da er wegen des Fehlen des lac I- Repressors nicht kompatibel mit den Duet-

Vektoren ist (Novagen; „User Protocol TB340”). Die 50 Aminosäuren kürzere Form von

CYP260A1, ΔCYP260A1, wurde direkt in dieses Expressionskonstrukt kloniert (siehe 3.1.1),

da dieser Vektor sowohl zur Expression und Reinigung als auch für die hier besprochenen

Ganzzellumsätze dienen kann.

Darüber hinaus wurde ein für B. megaterium codon-optimiertes synthetisiertes

ΔCYP260A1Gen (CYP260A1meg) mit der gleichen Strategie in den pET22b Vektor kloniert

und anschließend zusätzlich mit den Restriktionsschnittstellen NdeI und KpnI in die MSC-II

eines pETDuet-1 eingefügt. In die MCS-I dieses Vektors wurde wie beim pCDF_dFA (siehe

Abb. 3.44) Adx4-108 eingebracht und es entstand der pET_dC17A. Hiermit sollte überprüft

werden, ob eine höhere Expression von Adx4-108 zu einer Optimierung des Umsatzes führt.

Als letztes wurde das Plasmid pET_dC17GDH konstruiert (siehe Abb. 3.44 D). Hierbei wur-

de das Adx4-108 im pET_dC17A durch das Gen der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

(GDH) ersetzt. Zuvor wurde das Gen mit den Restriktionsschnittstellen NcoI und HindIII aus
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genomischer DNA von E. coli BL21 mit Hilfe der Primer Glu6P_for und Glu6P_rev (siehe

Material & Methoden Tab. 2.1) amplifiziert und in den pCR4™blunt Vektor zwischenklo-

niert.

Abb. 3.44: Darstellung der klonierten Vektoren für das 2-Vektorsystem basierend auf den
Duet-Vektoren von Novagen: A: pCDF_dFA, B: pET22b_CYP260A1 äquivalent aufgebaut
auch für ΔCYP260A1 & CYP260A1meg, C: pET_dC17A und D: pET_dC17GDH. Die Cy-
tochrome P450 sind rot, das Adx4-108 braun, Fpr gelb, GDH grün, das Ampicilinresistenzgen
schwarz, das Streptomycinresistenzgen orange, der lac I Repressor cyanblau, der f1 Replika-
tionsursprung violett und der CDF Repikationsursprung blau dargestellt.
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3.7.3 Charakterisierung des neuen 2 Vektorsystems für CYP260A1

Nachdem die neuen Vektoren hergestellt und erfolgreich sequenziert worden waren, konnte

der pCDF_dFA Vektor beliebig mit den 5 anderen Vektoren kombiniert werden. Die dabei

entstehenden Expressions- bzw. Ganzzellsysteme werden im Folgenden als 2-Vektorsysteme

A-E bezeichnet. Die Buchstaben A-E stehen hierbei für verschiedene Kombinationen der

pET-Vektoren mit dem pCDF_dFA Vektor (siehe Abb. 3.45). Um die verschiedenen 2-

Vektorsysteme zu testen und später miteinander zu vergleichen, wurden wie schon zuvor für

die tricistronischen Systeme 200 µM Testosteron in M9CA-Medium umgesetzt und die Pro-

duktbildung sowie die P450 Konzentration über 24 h beobachtet (siehe Abb. 3.45).

Hierbei zeigte sich, dass die P450 Konzentrationen für das 2-Vektorsystem A (CYP260A1)

mit 14,07 nmol pro l Kultur (0,96 nmol pro g Feuchtmasse) im Vergleich zum tricistronischen

pETMR7-System (siehe Kapitel 3.7.1) leicht erhöht war und die P450 Konzentration des 2-

Vektorsystems B (verkürztes ΔCYP260A1) mit 9,45 nmol pro l Kultur ungefähr gleich hoch

war. In beiden Fällen fiel jedoch der Substratumsatz gegenüber dem tricistronischen

pETMR7-System deutlich kleiner aus. Das System A konnte nach 24 h 71,9  ± 4,4 % (ca. 143

µM), das System B nur 41,6 ± 4,4 % (ca. 83,2 µM) Testosteron umsetzten. Letzteres ent-

sprach einem vergleichbaren Umsatz zu dem AdR unterstützten pETMR4-System. Eine Ü-

beroxidierung der Produkte war für beide 2-Vektorsysteme über die gesamte Zeit nicht zu

beobachten. Als nächstes wurde das 2-Vektorsystem C getestet, welches das für B. megateri-
um codon-optimierte ΔCYP260A1 (CYP260A1meg) enthielt. Hier zeigte sich, dass die Opti-

mierung des Gens für die Expression in B. megaterium auch eine Optimierung der Expression

in E. coli zur Folge hatte, da nun eine P450-Konzentration von 275,82 nmol pro l Kultur

(16,87 nmol pro g Feuchtmasse) erhalten wurde. Dies wirkte sich auch auf den Umsatz aus.

Das System C konnte nach 1 h 13,6 ± 0,6 % (ca. 27 µM) Testosteron umsetzten, was dem

System B mit dem nicht optimierten Gen erst nach ca. 8 h möglich war. In diesem Zeitraum

waren mit dem System C schon 81,7 ± 5,7 % (ca. 163 µM)  Testosteron umgesetzt worden;

nach 24 h war das Substrat nahezu komplett verbraucht. Außerdem kam es nach dieser Zeit zu

einer starken Überoxidierung der Produkte, so dass diese etwa in der gleichen Menge wie die

Produkte der ersten Oxidationsstufe vorlagen.
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Abb. 3.45: Vergleich der verschiedenen 2-Vektorsysteme bei Ganzzellumsätzen von 200 µM
Testosteron in M9CA-Medium und die dabei erhalten P450 Konzentrationen pro l Kultur bzw.
pro g Feuchtmasse: Kombination des pCDF_dFA mit A: pET_CYP260A1 (2-Vektorsystem
A), B: pET_ΔCYP260A1 (2-Vektorsystem B), C: pET_CYP260A1meg (2-Vektorsystem C), D:
pET_dC17A (2-Vektorsystem D), E: pET_dC17GDH (2-Vektorsystem E) und F: 2-
Vektorsystem E mit zusätzlicher Zugabe von 4 g/l Glucose. Die prozentualen Anteile der Ana-
lyten sind als Balken in folgenden Farben dargestellt: das Substrat Testosteron schwarz, das
Hauptprodukts 1α-Hydroxytestosteron rot, das Nebenprodukt NP1 grün, das Nebenprodukte
NP2 blau und die Gesamtheit der überoxidierten Produkte üNPs cyanblau.

Da durch die Optimierung der Transkription bzw. Expression nun deutlich mehr P450 mit

dem System C vorhanden war, sollten diesem mehr Elektronen zur Verfügung gestellt werden.

Hierzu wurde zunächst das System D getestet, da hier durch den Einsatz des pET_dC17A

zwei Adx4-108 Gene vorliegen und so mehr Redoxpartner exprimiert werden können. Das zu-

sätzliche Gen führte jedoch zu einer Reduktion der P450-Konzentration von 275,82 nmol auf

101,75 nmol pro l Kultur (6,34 nmol pro g Feuchtmasse). Auf die Reaktion hatte dies aber nur

geringen Einfluss. Es konnte zwar keine Steigerung des Testosteronumsatzes gegenüber dem

System C beobachtet werden, aber nach 24 h waren auch hier 200 µM Testosteron umgesetzt

und auch die Überoxidierung der Produkte war vergleichbar. Als nächstes sollte der Anteil an

verfügbarem Cofaktor, NADPH, in der Zelle erhöht werden. Dies sollte durch den

pET_dC17GDH Vektor erreicht werden, wodurch zusätzlich zu den Komponenten des Mo-
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nooxygenasesystems, Reduktase, Ferredoxin und P450, noch die Glucose-6-

Phosphatdehydrogenase (GDH) coexprimiert wird (System E). Diese wandelt Glucose-6-

Phosphat in Gluconat-6-Phosphat um und regeneriert NADP+ zu NADPH. Ihr Substrat Glu-

cose-6-Phosphat wird hierbei durch die natürliche Aufnahme der Glucose in die E. coli Zelle

zur Verfügung gestellt, da diese Glucose mit Hilfe des Phosphotransferase-Systems in die

Zelle aufnimmt, wodurch Glucose-6-Phosphat entsteht (Postma et al. 1993). Wie schon zuvor

beobachtet, wurde auch hier durch die Expression eines zusätzlichen Proteins die Menge an

P450 verringert, es wurden 134,51 nmol pro l Kultur (9,03 nmol pro g Feuchtmasse) erreicht.

Der Umsatz über die Zeit war aber interessanterweise in diesem Fall niedriger als im Falle der

Systeme C und D. Nach 24 h war zwar das gesamte Testosteron verbraucht, aber nach 8 h

wurden nur 53,5 ± 8,0 % (ca. 107 µM) Testosteron umgesetzt, demnach ca. 65 % weniger als

bei dem System C. Außerdem war auch die Überoxidierung nach 24 h nicht so weit fortge-

schritten wie bei den Systemen C und D. Dies bedeutet, dass die zusätzliche Expression der

GDH keinen Optimierungseffekt auf den Umsatz hatte. Dies könnte aber auch daran liegen,

dass die gesamte Menge an Glucose im M9CA-Medum zum Zeitpunkt der Substratzugabe

schon verbraucht war. Aus diesem Grund wurden die Umsätze mit dem System E noch einmal

wiederholt, wobei nun während der Substratzugabe 4 g/l Glucose zugegeben wurde. Dies

führte zunächst in den ersten 4 h zu einer Unterdrückung des Testosteronumsatzes. Es konnte

nach 4h nur 9,0 ± 0,5 % (ca. 18 µM) Testosteron umgesetzt werden, soviel wie bei dem bis

dahin schwächsten System B. Aber nach 8 h wurde ein Umsatz von 78,1 ± 1,5 % (ca. 156

µM) beobachtet. Dieser Wert ist in etwa vergleichbar mit dem bislang besten System C. Nach

24 h war auch hier das Testosteron verbraucht, so dass nur die Überoxidierung Aufschluss auf

eine mögliche Optimierung geben konnte. Diese war ca. 10% höher als die der Systeme C und

D.
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4 Diskussion

Das grundlegende Ziel dieser Arbeit bestand darin, die im Institut für Biochemie bis Anfang

2009 erlangten Erkenntnisse über die Cytochrome P450 des Myxobakteriums Sorangium cel-
lulosum So ce56 zu erweitern. Durch die immens große Anzahl von Cytochromen P450 und

die Komplexität des Genoms sind bislang Aussagen über ihre physiologische Bedeutung nicht

möglich. Aus diesem Grund wurde der Focus dieser Arbeit auf die Enzyme gelegt, die in gro-

ßen Mengen heterolog exprimierbar sind, um deren Potential als Biokatalysatoren auszuloten.

Hierzu wurden die bereits von Khatri untersuchten P450s CYP109D1 und CYP260A1 ver-

wendet (Khatri 2009), ebenso wie die bisher wenig untersuchten CYP266A1, CYP260B1 und

CYP264A1. Am Anfang wurden deshalb zuerst die einzelnen Proteine gereinigt. Anschlie-

ßend wurden sie hinsichtlich ihres Substratspektrums untersucht und die entstehenden Pro-

duktmuster analysiert. Nach erfolgter Substratidentifizierung für die ausgewählten Cytochro-

me P450 und die Untersuchungen des Produktmusters flossen die Erkenntnisse in den Aufbau

von Ganzzellsystemen für die jeweiligen Cytochrome P450 ein. Dies ermöglichte eine detail-

lierte Produktcharakterisierung mittels NMR-Spektroskopie, da nun größere Mengen an Pro-

dukt zur Verfügung standen. Für die potentielle Steroidhydroxylase CYP260A1 konnten somit

die schon zuvor erhaltenen Erkenntnisse (Khatri 2009) entscheidend vertieft werden. Durch

Variation der steroidalen Substrate konnte darüber hinaus ihre bevorzugte 1α-

Hydroxylierungsposition identifiziert werden. Dies führte unterstützt durch bioinformatische

Methoden, zu einem Einblick in die biokatalytischen Fähigkeiten dieser 1α-Steroid-

hydroxylase.

Im Folgenden werden die im Zuge dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse über das Substrat-

spektrum von CYP266A1, CYP109D1, CYP264A1 und der CYP260 Familie einzeln erörtert.

Im Anschluss werden die Etablierung der Methoden im Bereich der Ganzzellkatalyse und ihre

Bedeutung für die Zukunft erläutert. Am Ende soll, wie schon im Ergebnisteil CYP260A1, im

Einzelnen hinsichtlich seiner Produkte und seiner Bedeutung als 1α-Steroidhydroxylase dis-

kutiert werden.
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4.1 Charakterisierung von CYP266A1

Über CYP266A1 war zu Beginn der Arbeit sehr wenig bekannt. Es besitzt die geringste Ähn-

lichkeit zu den anderen P450s aus Sorangium cellulosum und ist somit phylogenetisch weit

von ihnen distanziert. Bei seiner Entdeckung war es das erste Mitglied dieser CYP266 Fami-

lie. Mittlerweile ist aber ein weiterer Vertreter der CYP266 Familie bekannt, nämlich aus dem

Bakterium Burkholderia oklahomensis C6786 (NCBI-Datenbank: ZP_02367478.1). Dieses

Protein wurde noch nicht in die offizielle P450-Datenbank von Nelson aufgenommen, be-

rechnet man jedoch den Verwandtschaftsgrad mit dem entsprechenden Algorithmus, zeigt es

eine Identität von 59% und eine Ähnlichkeit von 77% zu CYP266A1

(http://blast.uthsc.edu/blast.cgi).

Für die vorliegende Arbeit war aber entscheidend, dass CYP266A1 im Gegensatz zu den

meisten P450s aus Sorangium cellulosum So ce56 mit dem von Khatri etablierten Expressi-

onssystem in hohen Ausbeuten von über 1000 nmol pro Liter Kultur hergestellt werden kann

(Khatri 2009), weshalb das Expressionssystem von Khatri übernommen wurde. Über die Re-

doxpartner oder das Substratspektrum des CYP266A1 war zu Beginn der Arbeit nichts be-

kannt, so dass die erste Herausforderung darin bestand, geeignete Redoxpartner und potentiel-

le Substrate zu identifizieren.

4.1.1 Bestimmung der Redoxpartner

Wie zuvor in der Einleitung (siehe Einleitung 1.2) besprochen, sind Cytochrome P450 in der

Lage, nach Reduktion des Eisen(III) im Hämring, CO als Liganden zu binden. Der reduzierte

Eisen-CO-Komplex besitzt die für die Proteinfamilie spezifische Absorptionsbande bei 450

nm. Diese Eigenschaft wurde nun verwendet, um den ersten Elektronentransfer möglicher

Redoxpartner zu testen, indem man in vitro zuerst das Cytochrom P450 mit den jeweiligen

Redoxsystemen und NADPH inkubierte und dann mit CO begaste. Dieselbe Methodik wurde

auch schon zuvor von Khatri bei der Identifizierung von homologen und heterologen Redox-

partnern für CYP109D1 und CYP260A1 aus Sorangium cellulosum So ce56 erfolgreich an-

gewendet (Khatri 2009). Bei CYP266A1 wurden nun die 10 Kombinationen aus den zur Ver-

fügung stehenden, homologen Redoxpartnern (Ewen 2009) getestet. Wie schon in den Studien

für CYP109D1 und CYP260A1 gezeigt (Ewen 2009, Khatri et al. 2010b), konnten nur die



Diskussion

131

Kombination aus FdR_B/Fdx2 und FdR_B/Fdx8 CYP266A1 reduzieren. Das ungewöhnliche

war nun, dass sich der CO-Komplex sehr langsam, d.h. erst nach 15 min, bildete und nur ca.

75% im Vergleich zu dem mit Natriumdithionit erhaltenen Wert betrug (siehe Ergebnisse 3.2.1

Tab. 3.2). Aus diesem Grund wurden auch verschiedene heterologe Redoxsysteme getestet,

um eine effektivere Redoxkette zu finden. Das bovine Adrenodoxinsystem, welches bei vielen

P450 anwendbar ist (Ewen et al. 2012), zeigte gar keinen Elektronentransfer (siehe Ergebnis-

se 3.2.1 Tab. 3.2), sowohl der Wildtyp als auch die normalerweise heterolog verwendete Mut-

ante Adx4-108 waren nicht in der Lage, CYP266A1 zu reduzieren. Auch das analog hierzu in

der Gruppe von Prof. Bernhardt etablierte etpI-System aus Schizosacharomyces pombe, wel-

ches zum Beispiel bei CYP105A1 aus Streptomyces griseolus erfolgreich eingesetzt wurde

(Kleser et al. 2012), brachte keinen Erfolg. Lediglich das Flavodoxinsystem (Klasse III) von

Escherichia coli bestehend aus E. coli Reduktase (Fpr) und Flavodoxin A (FldA) war in der

Lage, CYP266A1 zu reduzieren. Aber auch hier war die Reaktionszeit vergleichbar mit den

homologen Systemen und es musste im Gegensatz dazu ein hoher Überschuss an Redoxpart-

nern zugegeben werden, was die Reaktion für etwaige Anwendungen sehr unökonomisch

macht. Prinzipiell bleibt festzuhalten, dass eine Reduktion von CYP266A1 sowohl mit homo-

logen als auch mit heterologen Redoxsystemen möglich war, wenngleich sehr ineffizient. Der

Transfer des 2. Elektrons ist experimentell nicht direkt zugänglich und kann nur über einen

Substratumsatz erfolgen.

4.1.2 Substratidentifikation

Zur ersten Einschätzung des Substratspektrums von CYP266A1 machte man sich eine andere

spektroskopische Eigenschaft von Cytochromen P450 zu Nutze: bei der Bindung von hydro-

phoben Resten nahe der prostethischen Gruppe kommt es zu einer Verdrängung des axialen

Wasserliganden des Hämeisens und somit zu einer Typ I Verschiebung (siehe Einleitung

1.2.3). Dieses Verhalten kann, wie in der Literatur für beispielsweise CYP260A1 aus Soran-
gium cellulosum So ce56 (Khatri 2009) oder CYP106A2 aus Bacillus megaterium ATCC

13368 (Bleif 2007, Schmitz et al. 2012) beschrieben, dazu verwendet werden, um potentielle

Substrate unabhängig von den Redoxpartnern zu ermitteln. Die Methodik hat aber auch ihre

Schwächen, da nicht alle Substrate eine Typ I Verschiebung zeigen, wie im Falle des Substra-

tes Abietinsäure für CYP106A2 (Bleif et al. 2011) oder Morpholin für CYP151A2 (P450mor:

Mycobacterium sp. HE5) gezeigt wurde (Sielaff & Andreesen 2005). Auch können Substan-
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zen im aktiven Zentrum binden, aber aufgrund der Lage zur reaktiven Sauerstoffspezies am

Hämeisen nicht umgesetzt werden. Mit dieser Methode wurden für CYP266A1 44 Verbin-

dungen getestet (siehe Ergebnisse 3.2.2 Tab. 3.3). Neben den schon bekannten Fettsäuren,

Myristinsäure (001), Palmitinsäure (002) und Laurinsäure (065) (Khatri et al. 2010b), zeigten

10 weitere Verbindungen eine Typ I Verschiebung, darunter eine weitere Fettsäure, die Stea-

rinsäure (066). Außer den Fettsäuren wurde versucht, die 9 anderen Verbindungen mit den

Redoxsystemen, FdR_B/Fdx2, FdR_B/Fdx8 und Fpr/FldA, in vitro umzusetzen. In allen Fäl-

len konnte kein Umsatz beobachtet werden. Dies kann vielerlei Gründe haben, die sich zum

Teil gegenseitig bedingen. Bei der Bestimmung der Redoxpartner konnte nämlich schon beo-

bachtet werden, dass die Reduktion des CYP266A1 sehr langsam ist und dementsprechend

die Katalyse durch CYP266A1 langsam abläuft. Dies würde bedeuten, dass man nicht die

richtigen Redoxpartner identifiziert hat. Es könnte aber auch an den potentiellen Substraten

liegen. Das richtige Substrat könnte zu einer stabileren Konformation des Proteins führen, so

dass ein besserer Elektronentransfer möglich ist. Dies wurde zum Beispiel für CYP167A1

(P450epoK) gezeigt, welches ohne sein natürliches Substrat Epothilon D keinen stabilen Eisen-

CO-Komplex zeigt, aber in Anwesenheit des Substrates in die stabile Form überführt wird

(Ogura et al. 2004). Außerdem ist zu berücksichtigen, dass es sich bei den Verbindungen nicht

um natürliche Substrate handelt. Dies kann im Katalysezyklus des P450 zu den in der Einlei-

tung beschriebenen Nebenreaktionen bzw. Abbruchreaktionen führen. Dadurch entsteht das

oxidierte Hämeisen, welches wiederum nur schwer reduziert wird. Ausgehend von den in die-

ser Arbeit erhaltenen Ergebnissen ist anzunehmen, dass es sich bei CYP266A1 um ein sehr

substratselektives Cytochrom P450 handelt, welches einen spezifischen Schritt im Sekundär-

metabolismus von Sorangium cellulosum So ce56 katalysiert. Ohne nähere Kenntnis seiner

physiologischen Bedeutung ist deshalb eine weitere Charakterisierung nur schwer möglich.

CYP266A1 eignet sich demnach nicht gut zur Anwendung als Biokatalysator für nicht endo-

gene Substrate.
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4.2 Substratidentifikation von CYP109D1, CYP264A1 und
der CYP260A1 Familie

Bei den folgenden Cytochromen P450 wurde mit dem bovinen AdR/Adx4-108 Redoxsystem

gearbeitet. Dieses kann erfolgreich Elektronen auf bakterielle Cytochrome P450 übertragen,

was erstmals für CYP106A2 aus Bacillus megaterium ATCC 13368 beschrieben wurde (Berg

et al. 1979, Lisurek 2004). Für CYP109B1 aus Bacillus subtilis konnte sogar gezeigt werden,

dass dieses System besser als die homologen oder andere häufig verwendete heterologe Sys-

teme wie Fpr/FldA oder Pdr/Pdx funktioniert (Girhard et al. 2010). Für CYP264B1 (Ly et al.
2012) als auch für die hier verwendeten CYP109D1, CYP260A1 und CYP264A1 aus Soran-
gium cellulosum So ce56 (Khatri 2009, Khatri et al. 2010b) konnte ebenfalls festgestellt wer-

den, dass das bovine AdR/Adx4-108 System effizienter Elektronen überträgt als die autologen

Sorangium cellulosum Redoxsysteme FdR_B/Fdx2 und FdR_B/Fdx8. Daher wurden für die

weitere Substratidentifizierung in vitro Umsätze mit CYP109D1, CYP264A1, CYP260A1,

CYP260B1 und ΔCYP260A1 durchgeführt.

4.2.1 CYP109D1

Zu Beginn der Arbeit war das CYP109D1 das am besten untersuchte P450 aus Sorangium
cellulosum So ce56. Es waren bereits verschieden Substrate aus dem Bereich der Fettsäuren,

Mono- und Sesquiterpene (siehe Einleitung 1.4 Tab. 1.4) bekannt (Khatri 2009) und es sollte

nun überprüft werden, ob das Substratspektrum um weitere Substrate speziell aus dem Be-

reich der Steroide, Diterpene und Triterpene erweitert werden kann. Hierzu wurden 48 Ver-

bindungen getestet, von denen nur die bereits beschriebenen Substrate, α-Ionon (037) und β-

Ionon (038) umgesetzt wurden. Es scheint, dass CYP109D1 eine eher kleine Substratbindeta-

sche besitzt, da es sich bei den getesteten Verbindungen um große zyklische Verbindungen

handelte. Die bekannten Substrate von CYP109D1 sind im Gegensatz dazu nur kleine bzw.

linear aufgebaute Moleküle wie Fettsäuren, welche ihre Größe durch Konformationsänderung

verringern können. Betrachtet man außerdem die Lage der funktionelle Gruppe (Ketofunkti-

on) der Ionon-Substrate, fällt auf, dass diese ebenfalls an einem den Fettsäuren ähnlichen, frei

drehbaren Alkylrest sitzt. Dies würde zum Beispiel erklären, warum das dem Ionon hinsicht-

lich der Größe ähnliche, jedoch bizyklische Sesquiterpen (+)-Nootkaton (025), dessen Ke-
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togruppe an einem der Zyklen gebunden ist, nicht umgesetzt wird. Dies bedeutet, dass für

CYP109D1 nur große linear aufgebaute Moleküle oder kleine monozyklische Verbindungen

mit frei drehbaren funktionellen Gruppen als Substrate fungieren können.

4.2.2 CYP264A1

Wie schon zuvor erwähnt, ist ein erster Elektronentransfer von dem bovinen AdR/Adx4-108

System auf CYP264A1 gewährleistet, wobei mit den zuvor postulierten Substraten, den Fett-

säuren, kein Umsatz möglich war (Khatri et al. 2010b). Deswegen sollten nun Substrate ge-

funden werden, um eine erfolgreiche Umsetzung mit diesem System zu zeigen. Von den ins-

gesamt 51 getesteten Verbindungen zeigte 4-Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004) einen

nennenswerten und spezifischen Umsatz. Dies war sehr überraschend, da es sich bei dem von

Ly untersuchten Familienmitglied CYP264B1 um eine potentielle Norisoprenoid- und Sesqui-

terpenhydroxylase handelt (Ly et al. 2012). Diese setzt α-Ionon (037), β-Ionon (038) und (+)-

Nootkaton (025) selektiv um, wohingegen diese Verbindungen nicht von CYP264A1 akzep-

tiert werden. Trotz geringem biotechnologischen Interesse an dem identifizierten Substrat, 4-

Methyl-3-Phenyl-Cumarin (004), und seinem später charakterisierten spezifischen Produkt, 4-

Hydroxymethyl-3-Phenylcumarin, war diese Reaktion für die Arbeit von entscheidender Be-

deutung. Aufgrund der Spezifität eignete sich diese CYP264A1 abhängige Reaktion hervorra-

gend für die weitere Etablierung und Testung der Redoxsysteme für das Ganzzellsystem in

Escherichia coli, da keine Nebenprodukte oder weiterführende Reaktionen auftreten. Dies

bedeutet, anhand der Substratabnahme und Produktzunahme konnte man direkt die Aktivität

des Biokatalysators bzw. des Ganzzellsystems erfassen.

4.2.3 CYP260 Familie

Die CYP260 Familie besteht aus zwei Vertretern: CYP260A1 und CYP260B1. Für

CYP260A1 wurde schon erfolgreich das Substrat (025) gefunden und Umsätze mit den homo-

logen Redoxsystemen durchgeführt (Ewen 2009, Ewen et al. 2009). Parallel dazu konnte aber

gezeigt werden, dass das heterologe AdR/Adx4-108 System effizienter funktioniert und neben

dem (+)-Nootkaton die Steroide 11-Desoxycorticosteron (017) und Progesteron (020) umge-

setzt werden können (Khatri 2009). Bei allen drei Substraten war aber bisher keine Charakte-
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risierung der Produkte aufgrund fehlender Standards erfolgt. Aus diesem Grund sollte vor

einer etwaigen Produktcharakterisierung zuerst das gesamte Substratspektrum erfasst und mit

dem des anderen Vertreters der CYP260 Familie, dem CYP260B1, verglichen werden.

Schwerpunkt hierbei waren Steroide und steroidale Verbindungen, wie Di- und Triterpene.

Die Di- und Triterpene konnten von den Enzymen aber nicht umgesetzt werden, während es

sich bei allen getesteten C21-Steroiden (Pregn-4-en-3,20-dion als Grundgerüst: Gestagene,

Mineral- & Glucocorticoide) und C19-Steroiden (Androst-4-en-3-on als Grundgerüst: Andro-

gene) um Substrate von CYP260A1 und B1 handelte. Für CYP260A1 konnte weiterhin ge-

zeigt werden, dass auch aromatische C18-Steroide (3-Hydroxyestra-1,3,5(10)-trien als

Grundgerüst: Estrogene) als Substrate dienen können. All dies bestätigt die zuvor gehegte

Vermutung, dass es sich bei dieser Familie um potentielle Steroidhydroxylasen handelt.

Abb. 4.1: Vergleich der Steroidumsätze der Vertreter der CYP260 Familie, CYP260A1 und
CYP260B1.

Während aber für CYP260A1 die Selektivitäten der Umsätze bis auf Progesteron (020) sehr

vielversprechend waren, war dies für CYP260B1 nicht der Fall. Für die näher betrachteten

CYP260B1 abhängigen Umsätze mit Progesteron (020), 17α-Hydroxy-progesteron (054),

Androstendion (019) und Testosteron (040) konnten keine selektiven Reaktionen beobachtet

werden (siehe Abb. 4.1 und Ergebnisse 3.3.3 Abb. 3.7). Hierbei kam es wahrscheinlich wie

später bei der näheren Produktcharakterisierung der CYP260A1 abhängige Reaktion von Pro-

gesteron (020) gezeigt (siehe Ergebnisse 3.6.1.1 Abb. 3.20 ), zu einer unselektiven ersten O-
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xidation der Steroide, deren Produkte wiederum als Substrate fungieren und mehr oder weni-

ger selektiv zu mehrfach oxidierten Produkten umgesetzt werden. Aus diesem Grund lag auch

der Schwerpunkt dieser Arbeit im Folgenden auf CYP260A1, welches in Kapitel 4.4 näher

diskutiert wird.

4.2.4 Verkürzung von CYP260A1 zu ΔCYP260A1

Bei den bioinformatischen Untersuchungen an CYP260A1 fiel eine Diskrepanz zwischen den

veröffentlichten Sequenzen der Gene von CYP260A1 in der P450 Datenbank

(http://blast.uthsc.edu/blast.cgi) und dem Eintrag für dieses Cytochrom in der NCBI-

Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf. Dies lässt sich dadurch erklären, dass einige

Auswertungen aus der Genomsequenzierung von Sorangium cellulosum So ce56, unter ande-

rem die Sequenz des CYP260A1 Gens, schon vor der Veröffentlichung des Genoms 2007

(Schneiker et al. 2007) vorlagen. Zur offiziellen Benennung dieses Gens, wurde das vorläufi-

ge Ergebnis 2006 an die P450-Datenbank gesendet, wodurch das Gen als neuartiges

CYP260A1 klassifiziert und benannt wurde. Die übermittelte Gensequenz war aber 150 Ba-

sen (50 Codons) länger als das später ermittelte Gen in der NCBI-Datenbank. Daraus ergibt

sich ein 50 Aminosäure kürzeres Protein bei Verwendung der neueren Daten, im Gegensatz

zum in unserem Institut bisher verwendeten Gen, das dem der P450-Datenbankentsprach. Das

kürzere Protein, welches von dem Gen der NCBI-Datenbank codiert wird, wurde der Ein-

fachheit wegen in dieser Arbeit als ΔCYP260A1 bezeichnet. Bei Proteinsequenzvergleichen

mittels Blast und Clustal W mit anderen P450 und CYP260B1 zeigte sich, dass es für die ers-

ten 50 Aminosäuren des CYP260A1 keine Ähnlichkeiten zu anderen Cytochromen P450 gibt,

auch nicht zu CYP260B1 (siehe Anhang 6.3.3). Für die bioinformatischen Untersuchungen

hatte dies keine direkten Auswirkungen, da durch die Algorithmen die ersten 50 Aminosäuren

nicht berücksichtigt werden. Bei CYP260A1 handelt es sich um ein aktives Cytochrom P450

welches bevorzugt Steroide umsetzen kann, es stellte sich aber zwangsläufig die Frage, wie

sich die Verkürzung auf die Eigenschaften des Proteins auswirkt. Nach erfolgreicher Klonie-

rung in einen Expressionsvektor konnte auch das ΔCYP260A1 exprimiert und gereinigt wer-

den. Es handelte sich auch bei dieser kürzeren Version um ein aktives Cytochrom P450, wel-

ches den Umsatz von Steroiden katalysieren kann. Auch die Selektivitäten und Aktivitäten der

Steroidumsätze von Progesteron (020), 17α-Hydroxyprogesteron (054), Androstendion (019)

und Testosteron (040) hatten sich durch die Verkürzung nicht verändert, wodurch man davon
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ausgehen kann, dass die 50 Aminosäuren bei CYP260A1 keinen Einfluss auf die Katalyse

haben. Diese Erkenntnis war sehr entscheidend für die hier besprochenen Arbeiten, da die

Ergebnisse bis auf einige Ganzzellkatalysen auf der Grundlage des CYP260A1 und nicht auf

der des kürzeren ΔCYP260A1 erhalten wurden.
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4.3 Entwicklung eines P450 abhängigen Ganzzellkatalysators
in Escherichia coli

Enzyme als Biokatalysatoren einzusetzen, stellt die Wissenschaft vor verschiedene Heraus-

forderungen (siehe Einleitung 1.1). Neben den allgemeinen Problemen bei der Anwendung

wie Stabilität, Aktivität, Selektivität, Substratspezifität und Lösemitteltoleranz, stellt vor allem

der Elektronentransfer bei Cytochrom P450 Systemen eine für Enzyme einzigartige Heraus-

forderung dar. Nicht nur die Regeneration des teuren Cofaktors NADPH, sondern auch die

langwierige und teure Reinigung der Redoxpartner ist von Bedeutung (siehe auch Einleitung

1.3). Um effiziente Biokatalysen mit diesen komplexen Systemen durchzuführen, ist die Ent-

wicklung eines Ganzzellkatalysators notwendig, der alle Bestandteile des Cytochrom P450

Systems eigenständig in der Zelle produziert und Cofaktoren regeneriert. Auch im Falle der

Erforschung des katalytischen Potentials der Cytochrome P450 ist die Etablierung eines

Ganzzellsystems aus ökonomischer Sicht unausweichlich, weil zuvor die Umsätze und die

nachfolgenden Produktcharakterisierungen mittels NMR mit großen Mengen an Proteinen

bzw. Reinigungsschritten und dem Einsatz der teuren Cofaktoren, NADPH und Glucose-6-

Phosphat, verbunden waren (Khatri et al. 2010a, Ly et al. 2012). Die Entwicklung eines sol-

chen Ganzzellsystems beginnt mit der aufwendigen Klonierung der Expressionskonstrukte.

Um ein auf die P450 aus Sorangium cellulosum So ce56 breit anwendbares System zu entwi-

ckeln, war es notwendig, allgemein einsetzbare Redoxpartner in diese Expressionskonstrukte

einzubauen, so dass nur noch das Cytochrom P450 ausgetauscht werden musste. Deswegen

wurde das mitochondriale System bestehend aus AdR und Adx4-108 gewählt, das die Aktivität

aller verwendeten So ce56 P450s – mit Ausnahme von CYP266A1 -  unterstützt. Als Orga-

nismus für das System wurde Escherichia coli gewählt, da es sich bei diesem Darmbakterium

um eines der wenn nicht gar das am besten untersuchte Bakterium handelt. Weiterhin ist es

leicht kultivierbar und molekularbiologisch manipulierbar. Außerdem sind eine Vielzahl von

Expressionsvektoren oder Stämmen kommerziell erhältlich. Der größte Vorteil im Bereich der

Ganzzellsysteme speziell hinsichtlich der Cytochrome P450 besteht darin, dass das Genom

dieses Modellorganismus keine eigenen P450-Gene enthält, was somit die Möglichkeit von

Konkurrenzreaktionen aufgrund eigener Cytochrome P450 in Escherichia coli ausschließt.
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4.3.1 Einfluss des Mediums

Bei der Anwendung von Ganzzellsystemen für Biotransformationen ist zu beachten, dass man

mit lebenden Organismen arbeitet, die weiterhin Stoffwechsel betreiben und somit ständig

Einfluss auf ihre Umgebung und damit auch auf sich selbst nehmen. Erst kürzlich erschien für

Escherichia coli ein Übersichtartikel, der den Metabolismus des am häufigsten verwendeten

Bakteriums im Bereich der Biokatalyse näher beleuchtet (Martinez-Gomez et al. 2012). Die

Zusammensetzung der Expressionsmedien wie die Kohlenstoff- und Stickstoffquelle wirken

sich dabei direkt auf die Proteinexpression aber auch auf den Metabolismus aus. Um etwaige

Störeffekte der zelleigenen Metabolite bei Biotransformationen zu umgehen, wird häufig mit

sogenannten „ruhenden Zellen“ (nicht wachsend) gearbeitet. Dies bedeutet, die Zielproteine

werden zuerst in einem geeigneten Medium exprimiert, danach werden die Zellen gewaschen

und in einen Puffer überführt, in dem dann die eigentliche Biotransformation durchgeführt

wird. Der Nachteil hierbei ist, dass es sich um ein mehrstufiges Batchverfahren handelt. Aus

diesem Grund wurde in dieser Arbeit zunächst versucht, die Biokatalysen mit wachsenden

Zellen im eigentlichen Expressionsmedium durchzuführen. Aus meiner Diplomarbeit war

bekannt, dass hierbei eine Verunreinigung in den HPLC-Analysen beständig auftrat (Ringle

2008). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es sich hierbei um Indol han-

delt. Durch Kohlenstoffverarmung während der Expression können Escherichia coli Zellen

alternativ zu Kohlenhydraten die Aminosäure Tryptophan aus dem Medium aufnehmen und

durch die Tryptophanase zu Indol und Pyruvat abbauen. Letzteres tritt nach oxidativer Decar-

boxylierung in den Zitronensäurezyklus ein und ist für die Energiegewinnung verantwortlich,

während Indol ausgeschieden wird (Botsford & DeMoss 1971, Martinez-Gomez et al. 2012).

Bei den hier durchgeführten Biotransformationen führte dies aber zu einer kompetitiven Hem-

mung der Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56. Diese Störeffekte durch

Hemmung der P450 und ihre Behebung werden im folgenden Abschnitt näher erläutert.

1983 wurde gezeigt, dass bei rekombinanter Expression von Naphthalenoxidase in Escheri-
chia coli das gebildete Indol durch die Oxidase zu Indoxyl oxidiert wird (Ensley et al. 1983),

welches dann zu dem blauen Indigo bzw. seiner Isomerenform, dem rosafarbenen Indirubin,

dimerisiert (Kim et al. 2003). Dasselbe Phänomen konnte auch für Säuger Cytochrome P450

der CYP2 Familie beobachtet werden (Gillam et al. 1999, Gillam & Guengerich 2001, Gillam

et al. 2000). Auch durch Mutagenese des bakteriellen CYP102A1 (P450BM3) konnte gezielt

eine Indigoproduktion mit der Tripelmutante A74G/F87V/L188Q erreicht werden.
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Bei den ersten Versuchen in dieser Arbeit, eine biokatalytische Umsetzung mit CYP109D1

durchzuführen, scheiterte diese an der blauen Farbstoffbildung, die in Konkurrenz zu der ei-

gentlich geplanten Umsetzung von α-Ionon (037) stand. Die Ausbeuten an Indigo waren hier-

bei im Vergleich zu den oben besprochenen Cytochromen P450 eher gering. Dies lässt sich

durch die geringe Affinität zu dem Substrat Indol erklären, welches während der zellfreien

Substratidentifizierungen auch nicht von CYP109D1 umgesetzt werden konnte. Obwohl zu-

nächst hinderlich,  bietet der beobachtete Effekt jedoch auch neue, interessante Möglichkei-

ten. Denn CYP109D1 ist das erste nicht gentechnisch veränderte bakterielle P450, welches

Indigo bildet. Es daher realistisch anzunehmen, dass es möglich ist, diese Reaktion durch Mu-

tagenesen wie bei CYP102A1 weiter auszubauen, so dass es zu einem effizienteren Umsatz

dieses biotechnologisch interessanten Substrates kommt.

Eine weitere, hochinteressante Applikation ist direkt im Bereich der molekularen Evolution

vorstellbar: hier könnte die Indigobildung als colorimetrische Screeningmethode für Mutanten

genutzt werden. So könnte zum Beispiel CYP109D1 in einen Prototyp eines menschlichen

P450 Enzyms mit ähnlichem Substratspektrum wie der CYP2 Familie umgewandelt werden,

was in ähnlicher Weise auch schon für CYP102A1 gezeigt wurde (Park et al. 2010).

Wie zuvor bereits erwähnt, war CYP109D1 das einzige der hier untersuchten P450s, bei dem

im Ganzzellsystem eine Indigobildung festgestellt wurde. Dennoch stellte sich die Frage, ob

Indol generell Auswirkungen auf P450 basierende Ganzzellsysteme haben könnte. Aus der

Untersuchungen mit gereinigtem CYP109B1 aus Bacillus subtilis ist zum Beispiel schon be-

kannt, dass Indol Substratumsätze als klassischer kompetitiver Inhibitor negativ beeinflussen

kann (Girhard et al. 2010). In dieser Arbeit konnte aber mit CYP264A1 erstmals gezeigt wer-

den, dass dies auch bei der Anwendung von P450 abhängigen Ganzzellsystemen eine ent-

scheidende Rolle bei der Biotransformation mit wachsenden Zellen spielt. Bei Verwendung

des tryptophan-reichen Komplexmediums konnten nach 24 h nur ca. 12 µM 4-Methyl-3-

Phenylcumarin (6% Umsatz) durch CYP264A1 umgesetzt werden, während zum Beispiel bei

Verwendung der „ruhenden Zellen“ in Puffern ein Umsatz von ca. 160 µM (80%) beobachtet

wurde.

Es wurden hier folglich mit den beiden P450 CYP109D1 und CYP264A1 zwei Beispiele auf-

gezeigt, bei denen P450 abhängige Biotransformationen nach Expression in einem trytophan-

reichen Komplexmedium nicht effizient ablaufen können, da durch das in Escherichia coli
gebildete Indol die Reaktion kompetitiv gehemmt wird. Daher ist bei der Verwendung von

Escherichia coli als Organismus für P450 Ganzzellsysteme deren mögliche Inhibition durch
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Indol zu beachten. Eine Möglichkeit, diese Inhibition auszuschließen, ist natürlich die Ver-

wendung von „ruhenden Zellen“. Im Falle der Indigobildung bringt dies aber keinen Vorteil,

da das wasserunlösliche Indigo bei den Waschschritten zusammen mit den Zellen in den Puf-

fer überführt wird und somit die spätere organische Aufarbeitung des Produktes stört. Jedoch

sollte nach Möglichkeit eine einstufige Reaktionsführung etabliert werden. Daher wurde das

Problem der Indol-Inhibition durch Optimierung des Nährmediums gelöst; zum Einsatz kam

das M9CA-Medium. Hierbei handelt es sich um ein tryptophan-armes Medium, welches „Ca-

saminoacids“ als Aminosäurequelle verwendet. Aufgrund seiner Herstellung durch saure Hyd-

rolyse ist diese Aminosäuremixtur frei von Tryptophan (Frank & Demoss 1957, Kyung-Hwan

2006). Durch das M9CA-Medium wurde somit kein Indol während der Expression gebildet

und am Beispiel des CYP264A1 konnte gezeigt werden, dass die Biotransformationen sogar

gegenüber der Verwendung von „ruhenden Zellen“ in Tris- bzw. Kaliumphosphatpuffer ge-

steigert werden konnten (siehe Ergebnisse 3.5.5 Abb. 3.17). Auch die Verwendung von auto-

induzierenden Kohlenstoffquellen in Kombination mit diesem Medium ist möglich, wodurch

die rekombinante Proteinexpression ohne Zugabe des Induktionsmoleküls IPTG gestartet

wird. Dieser Punkt verdient besondere Beachtung, da die Autoinduktion bedeutet, dass die

Reaktionsführung auch voll automatisiert betrieben werden kann z.B. durch einen Roboter,

wodurch das etablierte System auch für Anwendungen im Bereich des „Hochdurchsatz-

Screenings“ von Substraten bzw. P450s geeignet ist.

4.3.2 E. coli Reduktase als Alternative zur Adrenodoxinreduktase

Bei der Anwendung des mitochondrialen Systems AdR/Adx4-108 (Klasse I) besteht das Prob-

lem, dass AdR in Säugern in der innermitochondrialen Zellmembran eingebunden ist (siehe

Einleitung 1.3.1 Abb. 1.6). Escherichia coli besitzt aber keine Mitochondrien, was die rekom-

binante Expression und die damit zusammenhängende Faltung von AdR in dem Bakterium

erschwert. 1993 wurde erstmals die Expression der AdR mit erfolgreicher Isolierung aus E-
scherichia coli beschrieben. Bis heute dient dieses Verfahren als Basis für alle Reinigungen

des Proteins und liefert Ausbeuten von ca. 100 nmol/l (Sagara et al. 1993) bzw. 180 nmol bei

Verwendung von Chaperonen zur Unterstützung der Proteinfaltung (Vonrhein et al. 1999).

Dies sind aber für die biokatalytische Anwendung sehr geringe Ausbeuten. Es konnte jedoch

bereits gezeigt werden, dass AdR durch andere Reduktasen ersetzt werden kann, wie durch

die FprA von M. tuberculosis (Fischer et al. 2002), die Ferredoxinreduktase des Photosystems
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von Anabaena (Faro et al. 2003), die Arh1 aus Schizosaccharomyces pombe (Ewen et al.
2008) und auch durch die FdR_B von Sorangium cellulosum (Ewen et al. 2011). Da das

Ganzzellsystem für Escherichia coli aufgebaut wurde, lag es nahe dessen Reduktase, Fpr, als

Alternative für AdR in der Redoxkette zu untersuchen. Der Vorteil von Fpr ist offensichtlich:

Es handelt sich um ein Protein, welches aus dem Darmbakterium stammt und in hohen Men-

gen rekombinant in diesem exprimiert werden kann, was die in dieser Arbeit erhaltenen Aus-

beuten von ca. 2000 nmol/l belegen. Um die Elektronenübertragung von dieser Reduktase auf

Adx4-108 zu beweisen und mit AdR zu vergleichen, wurde ein Cytochrom c Assay durchge-

führt. Es stellte sich heraus, dass die Fpr das Adx4-108 reduzieren kann, aber gegenüber AdR

mit viel schlechteren kinetischen Parametern. Der KM Wert war etwa 25-mal höher als bei

AdR, was für eine sehr schlechte Affinität der Fpr für das Adrenodoxin spricht. Außerdem

war die maximale Reduktionsrate um 60 % geringer bei Verwendung der Fpr (siehe Tab. 4.1).

Wurden die Systeme aber nun mit einem Cytochrom P450 von Sorangium cellulosum So ce56

kombiniert, zeigte sich die Ausbildung des reduzierten Eisen-CO-Komplexes im Falle von

CYP264A1 sowohl mit dem mitochondrialen System AdR/Adx4-108 als auch mit dem Redox-

system Fpr/Adx4-108 mit ähnlicher Effizienz. Auch bei Zugabe eines Substrates konnten so-

wohl für den Verbrauch von NADPH als auch für die Kopplungseffizienz keine nennenswer-

ten Unterschiede beobachtet werden (siehe Tab. 4.1). Die geringe Kopplungseffizienz bei

beiden Systemen erklärt nun, warum trotz der viel schlechteren Elektronenübertragung von

Fpr zu Adx4-108, beide System AdR/Adx4-108 und Fpr/Adx4-108 mit CYP264A1 vergleichbare

Umsatzraten zeigen. Das Adx4-108 als heterologer Redoxpartner scheint nur sehr langsam und

vor allem ineffizient das bakterielle P450 zu reduzieren. Hinzu kommt, dass 4-Methyl-3-

Phenylcumarin als nicht natürliches Substrat die sogenannte Entkopplung auf Seiten des P450

noch verstärkt. Dies führt dazu, dass die großen kinetischen Unterschiede im Elektronentrans-

fer der beiden Reduktasen auf Adx4-108 keine Auswirkung auf die Gesamtreaktion haben, da

die Reduktion des P450 bzw. die Oxidation des Substrates der geschwindigkeitsbestimmende

Schritt ist. Anhand dieser Daten kann man schlussfolgern, dass die AdR sowohl bei Ganzzell-

umsätzen in Escherichia coli als auch in Umsätzen mit gereinigten Proteinen im Falle von

heterolog zusammengesetzten Cytochrom P450 Systemen, durch Fpr ersetzt werden sollte, da

sich ihre Expression und Reinigung um ein Vielfaches einfacher gestaltet und aufgrund der

hohen Ausbeuten ökonomischer ist.
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Tab. 4.1: Vergleich der für AdR und Fpr erhaltenen Parameter hinsichtlich der Expressionsle-
vel und des Elektronentransfer auf Adx4-108 in Kombination mit Cytochrom c und CYP264A1.

AdR Fpr
Expressionslevel in E. coli

[nmol/l] ~ 100 ~ 2000
Wechselwirkung mit Adx4-108

Cytochrom c Assay

KM [µM]
Vmax [nmol/min]

0,17 ± 0,03
36,0 ± 1,7

4,36 ± 1,23
12,8 ± 0,9

Wechselwirkung mit CYP264A1
Eisen-CO-Komplex *

[%] 97,5 ± 1,7 96,4 ± 2,3
NADPH Verbrauch

[nmol/min] 13,2 ± 1,7 11,9 ± 0,9
Kopplungseffizienz

[%] 17,2 ± 0,7 11,4 ± 0,6
* Daten verglichen mit der maximalen Reduktion von CYP264A1 durch Natriumdithionit

Es stellte sich nun die Frage, wie sich die beiden Systeme  im Ganzzellsystem in Escherichia
coli verhalten, da hier wegen der besseren Expressionsrate auch das System mit der Fpr deut-

lich besser sein müsste. Tatsächlich konnte eine Steigerung des CYP264A1 abhängigen Um-

satzes durch den Ersatz der AdR durch Fpr gezeigt werden. Hierbei besaß das Fpr unterstützte

System eine um 52% höhere Anfangsgeschwindigkeit, welche gleichzeitig der maximalen

Umsatzrate entsprach (siehe Tab. 4.2). Die mittlere Zeitausbeute war sogar zweimal so hoch,

wodurch die eingesetzte Menge an Substrat in der Hälfte der Zeit umgesetzt wurde (siehe

Ergebnisse 3.5.3 Abb. 3.13). Noch deutlicher war dies der Fall bei der Verwendung des

CYP260A1 mit Testosteron als Substrat. Die maximale Geschwindigkeit wurde hier bei bei-

den Systemen erst eine Stunde nach Substratzugabe erreicht, wobei das Fpr-unterstützte Sys-

tem um den Faktor 2,2 schneller war. Dies führte dazu, dass nach dem Abbruch des Experi-

mentes (24 h) im Falle des AdR unterstützten Systems das Substrat nicht vollständig

verbraucht war (siehe Ergebnisse 3.7.1 Abb. 3.43). Das System mit der Fpr hingegen setzte

fast das gesamte Substrat um, wodurch es zu einer Substratverarmung kam, was sich in der

geringen Umsatzrate von 2,4 mg/l·h widerspiegelt. Es konnte also für beide Cytochrome

P450, CYP264A1 und CYP260A1, gezeigt werden, dass das Fpr/Adx1-108 Redoxsystem er-

wartungsgemäß besser im Escherichia coli Ganzzellsystem funktioniert als das AdR/ Adx1-108

Redoxsystem.
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Tab. 4.2: Maximale und mittlere Geschwindigkeiten bzw. Raumzeitausbeuten der Fpr und
AdR Systeme im Vergleich für CYP264A1 und CYP260A1 aus S. cellulosum, sowie für
CYP106A2 aus B. megaterium

Umsatzrate bzw. Raumzeitausbeute
[mg/l·h]

maximale mittlere
CYP264A1

AdR
Fpr

9,1
13,9

1,9
3,8

CYP260A1
AdR
Fpr

1,9 *
4,2 *

1,5
2,4

CYP106A2
AdR
Fpr

5,9
7,9

1,3
1,8

* die maximale Geschwindigkeit wurde nicht am Anfang sondern erst nach 1 h erreicht

Um nun zu zeigen, dass diese Umsatzsteigerung nicht nur für die in dieser Arbeit behandelten

So ce56 Cytochrome P450 funktioniert, sondern auch für andere bakterielle P450-

Biokatalysen, wurde das gleiche System mit der 15β-Steroidhydroxylase CYP106A2 aus Ba-
cillus megaterium ATCC 13368 aufgebaut. Auch hier konnten Steigerungen der Umsatzraten

durch den Ersatz der AdR durch Fpr erreicht werden. Die maximale Umsatzrate war mit Fpr

um 33% höher als die mit AdR und die mittleren Umsatzraten sogar um 38%. Diese Beobach-

tung bestätigte endgültig die Vermutung, dass durch die höhere Expression der Fpr in Esche-
richia coli diese der natürlicherweise membranständigen AdR im Redoxsystem mit Adx4-108

vorzuziehen ist. Was dieses neuartige und effizientere System nun allgemein für die Anwen-

dung von Cytochrom P450 Ganzzellkatalysatoren bedeutet wird im Folgenden näher ausge-

führt.

4.3.3 Bedeutung der etablierten Systeme für die Anwendung

Durch die Verwendung des speziellen Minimalmediums, der Möglichkeit der Autoinduktion

und durch den Austausch der AdR durch die E. coli eigenen Fpr wurde ein leicht zu handha-

bendes System für die Erforschung der Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56

etabliert, mit dem es möglich war, mehrere Produkte für CYP260A1 zu isolieren, um sie der

Charakterisierung durch NMR-Spektroskopie zuzuführen (siehe 4.4). Gerade der Gebrauch

des C-terminal verkürzten Adrenodoxin, Adx4-108 macht dieses System so universell einsetz-
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bar. Alle bisher untersuchten Cytochrome P450 des Sorangium Genoms, ausgenommen

CYP266A1, konnten dieses heterologe Ferredoxin als Redoxpartner nutzen, wobei die Effi-

zienz noch über der der natürlichen Redoxpartner lag. Dies bedeutet neben den hier bespro-

chenen vier P450 aus Sorangium cellulosum So ce56, CYP109D1, CYP260A1, CYP260B1

und CYP264A1, können auch mit CYP264B1 (Ly et al. 2012) und CYP267B1 (Ziska 2011)

ähnliche Systeme aufgebaut werden. Die Anwendung der in dieser Arbeit etablierten Systeme

ist aber keineswegs nur auf Cytochrome P450 aus Sorangium cellulosum So ce56 beschränkt,

sondern kann auch auf andere bakterielle P450 übertragen werden, die Adx4-108 als Elektro-

nendonor akzeptieren, wie am Beispiel des CYP106A2 aus Bacillus megaterium demonstriert.

Denkbar ist aber auch die Anwendung des Systems bei mitochondrialen Cytochromen P450,

den natürlichen Elektronenakzeptoren des Adrenodoxins, oder bei mikrosomalen P450, die

ebenfalls durch Adrenodoxin reduziert werden können. Diese breite und universelle Anwen-

dung von Adrenodoxin wurde auch kürzlich in einem Review publiziert (Ewen et al. 2012).

Eine Auswahl möglicher Anwendungen für die Biokatalyse in Zusammenhang mit biotechno-

logisch interessanten Substratklassen ist in Tab. 4.3 gezeigt.

Erstaunlicherweise wurde seit der Entdeckung der höheren Reduktionsrate von Adx4-108 bei

CYP11B1 aus Bos taurus gegenüber der unverkürzten Adx-Form 1994 (Uhlmann et al. 1994)

und der Möglichkeit Adx4-108 auf bakterielle P450 anzuwenden (Lisurek et al. 2004), das

AdR/Adx4-108 System bislang nur in der Forschungsgruppe von Prof. Bernhardt als universel-

les Redoxsystem eingesetzt. Der Grund hierfür könnte die geringe Expression und schwierige

Reinigung der membranständigen AdR sein. Demnach bietet das nun etablierte System mit

der Fpr an Stelle der AdR auch eine hervorragende Möglichkeit, die universellen Anwen-

dungsmöglichkeiten von Adx4-108 im Bereich der Biokatalyse einem breiteren Publikum zu-

gänglich zu machen, da hiermit langwierige Identifikationen geeigneter Redoxpartner über-

flüssig werden.
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Tab. 4.3: Übersicht über die biokatalytischen Anwendungsmöglichkeiten des etablierten
Ganzzellsystems auf mitochondriale, bakterielle and mikrosomale Cytochrome P450 mit den
Literaturstellen, welche die Anwendung von Adx bzw. Adx4-108 im Zusammenhang mit bio-
technologisch interessanten Substratklassen und Substraten beschreiben.

P450 Substratklasse Substrat Referenz
mitochondriale Systeme; Klasse I

CYP11A1 Sterole Cholesterol (Uhlmann et al. 1994)
CYP11B1 Glucocorticoide 11-Deoxycortisol (Uhlmann et al. 1994)
CYP11B2 Mineralcorticoide 11-Deoxycorticosteron (Cao et al. 2000)

CYP12A1 Steroide Progesteron
Testosteron (Guzov et al. 1998)

CYP24A1 Sterole Dihydroxyvitamin D3 (Sakaki et al. 2005)

CYP27A1 Sterole Cholesterol
Vitamin D3

(Salamanca-Pinzón &
Guengerich 2011)

CYP27B1 Sterole Hydroxyvitamin D3 (Schuster 2011)
bakterielle Systeme; Klasse I

Steroide verschiedene (Virus et al. 2006)
Diterpensäuren Abietinsäure (Bleif et al. 2011)

Triterpene Dipterocarpol (Schmitz et al. 2012)CYP106A2
Triterpensäuren 11-Ketoboswelliasäure (Bleif et al. 2012)

Steroide Testosteron (Girhard et al. 2010)
primäre Alkohole verschiedene (Girhard et al. 2010)

Fettsäuren verschiedene (Girhard et al. 2010)
Norisoprenoide α- & β-Ionon (Girhard et al. 2010)

CYP109B1

Sesquiterpene Valencen (Girhard et al. 2009)
Fettsäuren verschiedene (Khatri et al. 2010b)CYP109D1

Norisoprenoide α- & β-Ionon (Khatri et al. 2010a)
Sesquiterpene Nootkaton (Ewen et al. 2009)CYP260A1

Steroide verschiedene diese Arbeit
Norisoprenoide α- & β-Ionon (Ly et al. 2012)CYP264B1
Sesquiterpene Nootkaton (Ly et al. 2012)

CYP267B1 Steroide verschiedene (Ziska 2011)
mikrosomale Systeme; Klasse II

Aromaten Benzol
p-Nitrophenol (Robin et al. 2001)

CYP2E1
Nitrosamine Dimethylnitrosamine (Robin et al. 2001)

CYP17 Steroide Progesteron (Pechurskaya et al. 2007)

CYP21 Steroide Progesteron (Pechurskaya et al. 2007)

CYP46A1 Sterole Cholesterolsulfat (Liao et al. 2009)
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4.4 CYP260A1 als Steroidhydroxylase

Von allen in dieser Arbeit untersuchten Cytochromen P450 aus Sorangium cellulosum So

ce56, ist CYP260A1 wegen seines Potentials, als Steroidhydroxylase zu fungieren, am inte-

ressantesten als Biokatalysator. Deshalb sollte dieses P450 genauer studiert werden und mit-

hilfe des optimierten Ganzzellsystems die Position der Hydroxylierung bestimmt werden. Au-

ßerdem sollte der Einfluss verschiedener Steroidsubstrate hinsichtlich der Aktivität und

Selektivität der CYP260A1 Biotransformationen näher betrachtet werden, um weitere Rück-

schlüsse auf das Potential dieses neuen Biokatalysators zu erhalten. Die erhaltenen Daten

wurden dann in einem zweiten Schritt durch ein Homologiemodell und Dockingexperimente

erweitert, um so eine gute Vorstellung über das aktive Zentrums dieser Steroidhydroxylase zu

erhalten. Hierbei stellte sich heraus, dass CYP260A1 eine bislang nicht beschriebene 1α-

Hydroxylierung an den meisten Steroiden selektiv durchführt. Die einzigartigen Möglichkei-

ten, die sich daraus ergeben, werden im letzten Abschnitt in diesem Kapitel noch näher erläu-

tert.

4.4.1 Einfluss von funktionellen Gruppen auf Aktivität und Selektivität

Nach erfolgreicher Identifizierung von Substraten für CYP260A1 in vitro (siehe 4.2.3), wur-

den die Produktmuster verschiedener Steroide aus der Klasse der C21-Steroide (Pregn-4-en-

3,20-dion als Grundgerüst) und C19-Steroide (Androst-4-en-3-on als Grundgerüst) einer nä-

heren Charakterisierung durch LC-MS Analyse unterzogen, um den Einfluss von verschiede-

nen, funktionellen Gruppen am Steroidgerüst (siehe Abb. 4.2) auf die CYP260A1 abhängige

Katalyse zu untersuchen.

Abb. 4.2: Strukturformeln von C21- und C19-Steroiden mit Nummerierung der C-Atome. Die
Positionen der in dem Kapitel besprochenen, funktionellen Gruppen sind in rot gekennzeich-
net.
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Wie zuvor schon erwähnt, modifiziert CYP260A1 das Substrat Progesteron mehrfach und

unselektiv an verschiedenen Positionen. Im Gegensatz dazu wird das Substrat 11-

Desoxycorticosteron (das im Vergleich zu Progesteron nur eine zusätzliche Hydroxylgruppe

an Position C21 besitzt, regioselektiv zu 1α-Hydroxydesoxycorticosteron umgesetzt. Ein ent-

sprechender Effekt einer Hydroxylgruppe auf die Selektivität wurde auch für das Substrat

17α-Hydroxyprogesteron beobachtet (siehe auch 4.2.3), wobei die Hydroxylierung nicht auf

die 1α-Position beschränkt war, sondern noch andere hydroxylierte Produkte neben dem

Hauptprodukt gefunden wurden. Dies könnte dadurch erklärt werden, dass die Hydroxylgrup-

pe beim 17α-Hydroxyprogesteron direkt an das starre, zyklische Steroidgerüst gebunden und

somit nicht nur das 1α-H-Atom des Steroids nahe dem Häm des Enzyms positioniert ist.

Demnach führt die 17α-Hydroxylgruppe zwar zu einer Selektivitätssteigerung im Vergleich zu

Progesteron, kann aber im Gegensatz zur frei drehbaren 21-Hydroxylgruppe keine Regiospe-

zifität bewirken. Darüber hinaus ist auch die Aktivität bei 17α-Hydroxyprogesteron geringer

(siehe Abb. 4.3). Bei Verwendung von 11-Desoxycortisol als Substrat, das sowohl an C17 als

auch an C21 Hydroxylgruppen aufweist, wurden sowohl die regiospezifische Hydroxylierung

wie bei 11-Desoxycorticosteron, als auch die geringere Aktivität wie bei 17α-

Hydroxyprogesteron festgestellt. Wurden die Mineral- und Glucocorticoide Corticosteron und

Cortisol, die gegenüber den anderen Substraten noch eine 11β-Hydroylgruppe besitzen, durch

CYP260A1 umgesetzt, wurde ein massiver Einbruch der Aktivität beobachtet. Es bleibt also

festzuhalten, dass Steroide mit 11β-Hydroxylierung sehr schlecht als Substrate für CYP260A1

fungieren. Wenn aber statt der axial stehenden Hydroxylfunktion eine äquatorial angeordnete

Ketogruppe am C11-Atom sitzt wie bei Cortison, hatte diese sogar einen positiven Einfluss

sowohl auf die Aktivität als auch die Selektivität. In diesem Zusammenhang wäre es interes-

sant zu sehen, wie sich eine 11α-Hydroxylierung auswirken würde, da diese ebenfalls äquato-

rial angeordnet ist. Diese Verbindungen waren aber, da sie nicht kommerziell erhältlich sind,

für diese Arbeit nicht zugänglich.



Diskussion

149

Abb. 4.3: Übersicht über die Selektivitäten und die Aktivitäten (schwarze Balken) der
CYP260A1 abhängigen Reaktionen mit den C21-Steroiden, Progesteron (020), 11-
Deoxycorticosteron (017), 17α-Hydroxyprogesteron (054), 11-Deoxycortisol (053) und Corti-
son (016). Das Hauptprodukt (HP) ist als roter Balken dargestellt. Bei der unselektiven Um-
setzung von Progesteron sind die einzelnen hydroxylierten Produkte P1-P3 in lila, gelb und
cyanblau dargestellt. Die überhydroxylierten (orange, üNPS) sowie die hydroxylierten (blau;
OH-NPs) und anderweitig oxidierten (grün) Nebenprodukte (NPS) sind in je einem Balken
zusammengefasst.
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Im Gegensatz zu den C21-Steroiden wurden bei Verwendung von C19-Steroiden als Substrate

für CYP260A1 keine Einbußen hinsichtlich der Aktivität beobachtet. Die enzymatische Akti-

vität nach 1 h und bei 200µM eingesetztem Substrat lag bei allen Vertretern dieser Gruppe bei

über 70%. Bei Testosteron konnte das 1α-hydroxylierte Hauptprodukt mit einer Selektivität

von 80% erhalten werden, wobei diese Reaktion auch sehr regioselektiv ablief, da andere

hydroxylierte Produkte nur gering gebildet wurden. Dies bedeutet, dass hier die Funktionali-

sierung am D-Ring im Gegensatz zu den C21-Steroide keinen großen Einfluss auf die Kataly-

se von CYP260A1 hat. Bei Verwendung der Norderivate dieser Verbindungen war dies jedoch

interessanterweise nicht der Fall. Durch das Fehlen der 19-Methylgruppe am C10-Atom sank

die Regioselektivität der Hydroxylierungen. Bei 19-Nortestosteron entstanden mehr hydroxy-

lierte Seitenprodukte als beim Testosteron, wobei die Selektivität des Hauptproduktes mit

73% aber immer noch sehr hoch war. Im Falle des 19-Norandrostendion hingegen sank die

Regioselektivität der Hydroxylierung gegenüber dem regioselektiv hydroxylierten Androsten-

dion beträchtlich, was auch an der hohen Überoxidierung des Produktes P1 liegen könnte, da

eine hohe Aktivität vorlag. Festzuhalten bleibt, dass durch das Fehlen der C19-Methylgruppe

das Steroidgerüst gegenüber den klassischen C19-Steroiden sterisch weniger behindert ist und

sich in verschiedenen Positionen im aktiven Zentrum anordnen kann, wodurch mehrere

Hydroxylierungspositionen möglich sind. Eine Ketofunktion am C11-Atom beeinflusste eben-

falls nur die Regioselektivität der CYP260A1 abhängigen Hydroxylierung, wie am Beispiel

des 11-Ketoandrostendion gezeigt werden konnte.

Eine Ausnahme als Substrat bildet das Testosteron-Acetat, welches im Hinblick auf weitere

chemische Derivatisierungen, wie sie später in Kapitel 4.4.3 diskutiert werden, interessant ist,

da die im Substrat vorhandene Hydroxylfunktion durch ein Acetat geschützt ist. Strukturell

handelt es sich aber deshalb nicht um ein C19-Steroid im üblichen Sinne, da es eher dem Pro-

gesteron ähnelt. Eine Verwendung dieses Substrates bewirkte eine Abnahme der Aktivität von

CYP260A1 auf ca. 45% und führte auch zu einer geringeren Selektivität. In den LC-MS Ana-

lysen (siehe Ergebnisse 3.6.1.2 Abb. 3.33) konnte zwar nur ein Peak als Hauptprodukt identi-

fiziert werden. Nach Isolation stellte sich aber heraus, dass es sich bei dem Peak um die zwei,

chromatographisch nicht getrennten, Produkte 1α- und 9α-Hydroxytestosteron-Acetat handelt.
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Abb. 4.4: Übersicht über die Selektivitäten und die Aktivität bzw. Substratumsatz (schwarze
Balken) der CYP260A1 abhängigen Reaktionen mit den C19-Steroiden, Testosteron (040),
Androstendion (019), 19-Nortestosteron (057), 19-Norandrostendion (050), Testosteron-
Acetat (067) und 11-Ketoandrostendion (061). Das Hauptprodukt (HP) ist als roter Balken
dargestellt. Bei der unselektiven Umsetzung von 19-Norandrostendion sind die einzelnen Se-
lektivitäten der hydroxylierten Produkte P1-P3 in lila, gelb und cyanblau dargestellt. Die Se-
lektivitäten der überhydroxylierten (orange, üNPs) sowie die hydroxylierten (blau; OH-NPs)
und anderweitig oxidierten (grün) Nebenprodukte (NPs) sind in einem Balken zusammenge-
fasst.
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Sowohl bei den C21- als auch bei den C19-Steroiden war, wie schon erwähnt, die CYP260A1
abhängige Hauptreaktion (sofern ein Hauptprodukt isoliert werden konnte) eine 1α-
Hydroxylierung der jeweiligen Steroide. Ausnahmen bildeten hierbei nur Testosteron-Acetat
mit seiner zusätzlichen Präferenz zur 9α-Hydroxylierung und das im folgenden Kapitel näher
behandelte 19-Nortestosteron, dessen Hauptprodukt keine 1α-Hydroxylierung aufwies. Man
kann also sagen, dass es sich bei CYP260A1 um eine überwiegend sehr selektive 1α-
Steroidhydroxylase handelt. Neben den im ersten Oxidationsschritt entstandenen 1α-
Hydroxyprodukten wurden meist auch Analyte mit einer Massendifferenz von -2 zum Sub-
strat gefunden (siehe Ergebnisse 3.6.1 und grüne Balken in Abb. 4.3 & Abb. 4.4). Hierbei
handelt es sich höchstwahrscheinlich um P450-unabhängiges Folgeprodukte der Hauptpro-
dukte, die durch Wasserabspaltung entstehen und eine neue Doppelbindung enthalten. Dies
erscheint insbesondere plausibel, wenn man die Lage der neu eingeführten 1α-
Hydroxylfunktion betrachtet. Durch eine Wasserabspaltung entsteht eine weitere Delokalisie-
rung von π-Elektronen im A-Ring, was die Triebkraft dieser Nebenreaktion ausmacht (siehe
Abb. 4.5). Der experimentelle Beweis dieser Hypothese steht jedoch noch aus, da eine genau-
ere Charakterisierung der Folgeprodukte aufgrund der geringen Mengen hier nicht möglich
war.

Abb. 4.5: Postulierter Hauptreaktionsweg der CYP260A1 katalysierten Steroidumsätze am
Beispiel von Testosteron. CYP260A1 abhängige 1α-Hydroxylierung ist in rot (neue OH-
Funktion in rot) dargestellt und das delokalisierte π-System des durch Wasserabspaltung ent-
standenen Nebenprodukts in blau.
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4.4.2 Bindung der Steroide und resultierende Hydroxylierungsposition

Nachdem nun der Einfluss der Substrate auf die Aktivität, die Selektivität und die Art der
CYP260A1 katalysierten Reaktionen geklärt war, stellte sich die Frage, wie es zu der 1α-
Hydroxylierung der Steroide kommt, also wie die Steroide im aktiven Zentrum binden. Da
momentan keine Kristallstrukturen für die Cytochrome P450 aus ♠♥♦♣qrsum cellulosum So
ce56 bekannt sind, konnte dies im Falle von CYP260A1 nur empirisch, unterstützt von bioin-
formatischer Methoden, geschehen. Kristallstrukturen sind aber bisher im Bereich der mikro-
biellen Steroidhydroxylasen für kein Cytochrom P450 bekannt, da man häufig nur mit den
Mikroorganismen selbst ohne Identifizierung des eigentlichen Enzyms arbeitet. Man stützt
sich deshalb auf empirisch ermittelte Vorstellungen, wie die Steroide in den Hydroxylasen
binden. Hierbei geht man davon aus, dass es in einer Steroidhydroxylase insgesamt 4 mögli-
che Orientierungen der Substrate zwischen 2 Bindestellen gibt, eine „normale“, die axial um
180° gedrehte „reverse“ und ihre um 180° äquatorial invertierte Analoge, „normal invertiert“
und „reverse invertiert“ (siehe Abb. 4.6) (Donova & Egorova 2012, Holland 1999, Jones
1973). Bei den Dockingexperimenten für Testosteron mit dem Homologiemodell für
CYP260A1, basierend auf der Kristallstruktur von CYP107E1, orientierte sich Testosteron
parallel über dem Häm in 2 möglichen Orientierungen. Die beste Dockingposition I entsprach
dabei der empirischen Vorstellung einer „reversen“ Bindung zwischen den Serinen S225 und
S276, wobei das 1α-H-Atom so nahe an dem Hämeisen liegt, dass eine Hydroxylierung mög-
lich ist. Die Dockingposition II entsprach einer „normalen“ Bindung von Testosteron, bei der
das 7α-H-Atom nahe dem Häm liegt. Ein 7α-Hydroxytestotosteron konnte aber während der
Produktcharakterisierungen nicht nachgewiesen werden. Das bedeutet, dass S225 während der
Katalyse die Ketogruppe am C3-Atom und die S276 die Hydroxylgruppe am C17-Atom bin-
det, so dass eher eine „reverse“ Bindung als eine „normale“ Bindung resultiert. Die überwie-
gend 1α-hydroxylierten Produkte der Steroide untermauern diese These einer „reversen“ Bin-
dung zwischen S225 und S276.
Auch das steroidähnliche Sesquiterpen Nootkaton scheint am S225 zu binden, da es an der-
selben Position wie die Steroide hydroxyliert wird, obwohl es nur einen A- Ring und einen B-
Ring besitzt. Sehr interessant waren auch die Dockingexperiment mit Dehydroepiandrosteron,
welches im Gegensatz zu Testosteron eine andere Anordnung der Funktionalitäten, nämlich
eine Hydroxylgruppe am C3-Atom und eine C17-Ketogruppe am D-Ring zeigt. Hier änderte
sich zwar nicht die Regel, dass S225 die Ketogruppe und S276 die Hydroxylgruppe bevor-
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zugt, aber es handelte sich somit um eine „normale“ Bindung des Dehydroepiandrosteron.
Tatsächlich konnte auch experimentell bei diesem Substrat das 7α-Hydroxydehydro-
epiandrosteron als Hauptprodukt charakterisiert werden.
19-Nortestosteron bildetet die einzige Ausnahme, bei der weder eine 1α- noch eine. 7α-
Hydroxylierung beobachtet wurde. Hier konnte nur das dihydroxylierte Produkt 6β,10β-
Dihydroxynortestosteron isoliert werden. Aber sowohl eine 6β- als auch eine 10β- Hydroxy-
lierung sind durch eine „normale“ bzw. „reverse“ Bindung zwischen S225 und S276 nicht zu
erklären. Bedeutet dies, dass hier andere Bindestellen beteiligt sind? Durch das Fehlen der
Methylgruppe am C10-Atom kann das Steroid anscheinend die „invertierten“ Bindungen ein-
gehen, die durch die Methylgruppe bei den anderen Steroiden nicht möglich sind. Hierbei
würde sich eine Positionierung des Substrates in der Bindetasche ergeben, bei der genau die
6β- und die 10β-H-Atome auf das Häm zeigen. Somit kann auch im Falle des 19-
Nortestosterons das in dieser Arbeit erstellte Modell des CYP260A1 die in der Praxis beo-
bachteten Reaktionsprodukte erklären.
Zusammenfassen lässt sich also sagen, dass mit der hier verwendeten Kombination von expe-
rimentellen und bioinformatischen Methoden überzeugend dargestellt werden kann, wie die
Steroide im aktiven Zentrum angeordnet sein müssen, damit die beobachteten Hauptprodukte
entstehen. Anhand des Homologiemodells kann darüber hinaus abgeleitet werden, dass S225
und S276 die beiden postulierten Substraterkennungsstellen sind. Sie sitzen in der SRS4 und
SRS5, die aufgrund ihrer nahen Lage von strukturell konservierten Regionen in allen in dieser
Arbeit erstellten Homologiemodellen als Substraterkennungsstellen identifiziert wurden. Um
den Einfluss genau dieser Aminosäurereste zu verifizieren, wäre es interessant, an diesen Po-
sitionen in CYP260A1 Mutationen einzuführen. Tatsächlich wird dies momentan im Rahmen
der Diplomarbeit von Irina Ionescu untersucht. Außerdem könnte man auch für die anderen
Substraterkennungstellen (siehe Ergebnisse Abb. 3.42) Mutationen durchführen, um einen
noch genaueren Einblick in den Aufbau des aktiven Zentrums von CYP260A1 zu erhalten.
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Abb. 4.6: Die vier möglichen Bindungspositionen von Steroiden nach Holland (Holland
1999) und die korrespondierenden Bindungen von Testosteron im aktiven Zentrum von
CYP260A1. Die der reaktiven Sauerstoffspezies des Häms am nächsten liegende Wasserstoffe
1α, 7α oder 6β sowie das C19-Kohlenstoffatom sind markiert.

4.4.3 Bedeutung der von CYP260A1 katalysierten Hydroxylierungen

Mit Hilfe des etablierten Ganzzellsystems konnten die Produkte von CYP260A1 in dieser
Arbeit erstmals isoliert werden. Man erhoffte sich anfangs, die für die Industrie interessante
Positionen wie 7α, 9α, 11α, 11β, 16α, 17α in den Steroidmolekülen zu hydroxylieren (Donova
& Egorova 2012). Letzteres wurde beim Einsatz von Dehydroepiandrosteron tatsächlich er-
reicht. CYP260A1 hydroxylierte dieses Substrat zu seinem bioaktiveren 7α-Hydroxyprodukt,
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welches entzündungshemmende und Immunsystem regulierende Eigenschaften besitzt
(Janeczko et alt 2009). Daneben ist 7α-Hydroxydehydroepiandrosteron hochinteressant, wel-
ches bei Alzheimer Patienten im Gehirn weniger gebildet wird (Yau et alt 2003). Seine exakte
Rolle im Gehirn, wo ebenfalls ein P450, nämlich CYP7B, für die Herstellung verantwortlich
ist und somit seine Rolle bei der Alzheimerkrankheit wird aber momentan noch untersucht.
Da dieses Steroid synthetisch schwer zugänglich ist, besteht ein großes biotechnologisches
Interesse Dehydroepiandrosteron zu 7α-Hydroxydehydro-epiandrosteron umzusetzen. Eine
mikrobielle Biotransformation zu 7α-Hydroxydehydroepi-androsteron durch den Pilz Fusari-
um monoliforme wurde auch schon 1997 beschrieben, wobei hier mit Zellfraktionen, also
nicht mit einem Ganzzellsystem, gearbeitet wurde (Cotillon et al. 1997).
Neben der 7α-Hydroxylierung war aber bei den Steroiden mit der 3-Keto-4-enstrukutur im A-
Ring eine 1α-Hydroxylierung zu beobachten. Diese Position ist sowohl bei den bakteriellen
als auch bei den eukaryotischen Cytochromen P450-abhängigen Hydroxylierungen nicht be-
schrieben (Agematu et al. 2006, Donova & Egorova 2012, Hanlon et al. 2007). Testosteron
wird von eukaryotischen P450 an den Positionen 1β, 2α, 2β, 6β, 6α, 11β, 11α, 15α, 15β, 16α,
16β hydroxyliert. Bakterielle P450 können hingegen die Hydroxylierungen an den Positionen
1β, 6α, 15α nicht durchführen, jedoch sind manche in der Lage, die Positionen 7β und 12β
anzugreifen (Agematu et al. 2006). Außerdem können Mutanten von CYP102A1 16β-
Hydroxytestosteron (Venkataraman et al. 2012) und Mutanten von CYP106A2 11α-
Hydroxytestosteron (Nguyen et al. 2012) herstellen. Bislang wurde für Testosteron keine
Hydroxylierungen durch Cytochrome P450 an den Positionen 7α, 12α und 1α beschrieben
(siehe Abb. 4.7), so dass die durch CYP260A1 katalysierte 1α-Hydroxylierung die erste ihrer
Art ist. Es existiert in der Literatur nur noch eine Beschreibung einer 1-Hydroxylierung von
Testosteron durch die A245T Mutante des CYP107A1, wobei hier keine genaue Charakteri-
sierung mittels NMR stattfand (Xiang et al. 2000). Auch synthetisch wurde 1α-
Hydroxytestosteron erst zweimal dargestellt, wobei aber die beste Gesamtausbeute bei nur 5%
nach 4-Stufen, ausgehend von 1-Dehydrotestosteron, einem kostenintensiveren Derivat von
Testosteron lag (Garside et al. 1994, Mann & Pietrzak 1989). 1α monohydroxylierte Produkte
der anderen in dieser Arbeit behandelten Steroide waren bisher noch gar nicht in der Literatur
beschrieben sowohl synthetisch als auch mittels Biotransformationen. Daher ist CYP260A1
die bisher erste beschriebene bzw. genau charakterisierte 1α-Steroidhydroxylase.
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Abb. 4.7: Hydroxylierung von Testosteron durch eukaryotische und bakterielle P450
(Agematu et al. 2006, Donova & Egorova 2012).

Da 1α-Hydroxysteroide bisher der Forschung nicht zur Verfügung standen, sind Anwendun-
gen oder Eigenschaften auch nicht bekannt. Aus diesem Grund sind weitere Untersuchungen
speziell der pharmakologischen Wirkung in Zukunft unerlässlich. Zu testen wäre zum Bei-
spiel, ob die 1α-Hydroxysteroide Wirkungen auf die jeweiligen Steroidrezeptoren haben, wie
beispielsweise auf den Glucocorticoidrezeptor, oder als Inhibitoren in die Steroidbiosynthese
eingreifen können. Eine Inhibition ist zum Beispiel für die Aromatase CYP19 hochinteres-
sant, da es sich hierbei um das wichtigste Wirkstofftarget bei Brustkrebs handelt (Eisen et al.
2008). Dieses Cytochrom P450 katalysiert die Aromatisierung der Androgene, Testosteron
und Androstendion, zu den Estrogenen durch eine schrittweise Oxidation, indem es zuerst das
C19-Atom oxidiert und in einem späteren Schritt Sauerstoff in die 1β-H-Atombindung ein-
fügt, wodurch somit im Übergangszustand die C19-Methylgruppe abgespalten und der A-
Ring aromatisiert wird (siehe Abb. 4.8 A) (Ghosh et al. 2009, Guengerich et al. 2011). Die
1β-Insertion bzw. die spätere Aromatisierung könnte zum Beispiel durch eine 1α-
Hydroxylgruppe im Substrat blockiert werden, sprich die in dieser Arbeit durch CYP260A1
hergestellten Produkte 1α-Hydroxyandrostendion und 1α-Hydroxytestosteron. Eine weitere
Anwendungsmöglichkeit in diesem Kontext wäre die chemische Umwandlung der 1α-
Hydroxylgruppe bei den CYP260A1 Produkten von Androstendion in andere Funktionalitä-
ten.
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Abb. 4.8: A) Aromatisierung von Androstendion durch CYP19. B) Mögliche nucleophile
Umwandlungen von 1α-Hydroxyandrostendion unter Inversion in 1β-Halogen-, 1β-Ester-, 1β-
Azid- und 1β-Aminoderivate sowie 1β-Hydroxyandrostendion

Eine Umwandlung könnte durch die 1α-Hydroxylgruppe sehr gut durch nucleophile Substitu-
tionen erreichen. Der Vorteil hierbei wäre, dass diese unter dem SN2-Mechanismus ablaufen
würde, wodurch das Stereozentrum der neuen Funktionalität von α nach β invertiert wird. Der
Vorteil in Bezug auf die Inhibition des Brustkrebstargets CYP19 wäre, dass das notwendige
1β-H-Atom für die Aromatisierung des A-Ringes nicht vorhanden ist. Alle theoretisch mögli-
chen Reaktionen sind in Abb. 4.8 B dargestellt und zeigen, wie vielfältig neben dem direkten
Gebrauch der 1α-Hydroxysteroide auch noch die chemischen Modifizierungen sind. Eine gute
Möglichkeit wäre hierbei das Einführen von Chlor, Brom oder Iod mittels einer Mukaiyama
Redoxkondensation mit Triphenylphosphin (PPh3) und den Halogenen (Brückner 2003, Carey
& Sundberg 2007). Noch besser wäre natürlich eine Einführung des kleineren Fluoratoms
zum Beispiel mit dem Fluorierungsreagenz Diethylaminschwefeltrifluorid (DAST) (Hudlický
2004). Ähnliches wurde erst kürzlich für die Umwandlung des zuerst durch CYP102A1 Mut-
anten gebildeten 7(S)-Hydroxyartemisinin zu 7(R)-Fluoroartemisinin (Zhang et al. 2012) be-
schrieben. Andere funktionelle Gruppen können an der 1α-Hydroxylgruppe auch mittels In-
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version durch die Mitsunobu Reaktion mit Triphenylphosphin (PPh3) und Diethylazodicarbo-
xylat (DEAD) erreicht werden (Swamy et al. 2009). Eine Umsetzung in Gegenwart von Säu-
ren würde zu einer 1β-Veresterung führen, welche durch Hydrolyse auch in 1β-
Hydroxyandrostendion überführt werden kann. Dies bedeutet eine Inversion der Hydroxyl-
funktion, welche auch schon für sterisch gehinderte 17-Hydroxysteroide durchgeführt wurde
(Tapolcsányi et al. 2004). Eine andere Folgereaktion könnte durch die Anwesenheit von HN3
erreicht werden. Hierbei bildet sich das Azid, welches durch wässrige Aufarbeitung mit einem
Überschuss an Triphenylphosphin (PPh3) mittels Staudingerreduktion zu 1β-
Aminoandrostendion reagiert. Außerdem bildet die Ausbildung des Azids auch die Möglich-
keit der Anbindung von anderen Molekülen mittels Cu-katalysierter 1,3 dipolarer Cyloadditi-
on mit Alkinen (Himo et al. 2004, Quader et al. 2007), sogenannte „Click Chemie“ (Kolb et
al. 2001). Hierbei kann das Steroid mit Fluoreszenzfarbstoffen (Zhang et al. 2007) 18F mar-
kierte Moleküle (Sirion et al. 2007) oder Oberflächen (Chen et al. 2007) verbunden werden
Die 1α hydroxylierten Steroide bilden demnach eine komplett neuartige Steroidklasse mit
vielfältigen Anwendungsmöglichkeiten. Wie in  dieser Arbeit gezeigt werden konnte, lassen
sich diverse Vertreter dieser Steroidklasse in CYP260A1 abhängigen Biotransformationen in
beliebiger Menge herstellen, so dass sie zukünftig weiter untersucht werden können.
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6 Anhang

6.1 Allgemeine Substanzbibliothek
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6.2 Substanzbibliothek von Gif-sur-Yvette
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6.3 Sequenzen und Alignments

6.3.1 Aminosäuresequenzen

Die Aminosäuresequenz von CYP266A1 mit C-terminalem His-tag (kursiv):
METQVAATQP EINIIAPENL RWPYPMFRRL LLEEPVFYDK NTGSWVVSRY EDVNALLRDA
RMSADRYVAL ADTVPPEQKE MNSYIVKSLS MFMLNVENPT HFRLRNLTNR SFTPKSIAAM
RPSAHAVVNE LLDAVQPRGH MDVVADLAYP MPIKFICGIL GMPVEDMGLI KQLSDDVSVY
IGSAGKAAGC IPPAYHAIVE FSKLFRPLVE ARRKEPKDDL ISSMVTTRVD GDSLSDDEVI
ANCILFLVAG FETVTNLIAC GTLALLEHPD QLELLKRDSR LMEGAIDEML RYYPPVNRTA
RLCVEDIPLR GKVIKKGQIV VLMLGAGNRD PSEYPDPDRF DIARENRSRP LSFGGGHHFC
IGSHLARMEG EVALGALLQR MPNLRLATQE VEWRGNSRFR GLRALPVSFH HHHHH

Die Aminosäuresequenz von CYP109D1 mit C-terminalem His-tag (kursiv):
METETAPSPS PEQIDLSAPS VIADPYPAYR ALRGRSPVLY ARVPAGGAAG LGEPIRAYAL
LRHAEVLAAL RDPQTFSSNV TDKIRVLPRI TLLHDDPPRH THLRRLVSRS FTPRRIAELE
PWIGRLAASL LEATGDGPSD LMGAYAMPLP MMVIATLLGI PAERYVQFRS WSESVMSYSG
IPAEERASRG KAMVDFFAAE LEARRRAPSG DLISALVEAE IDGARLDTPE AVGFCVGLLV
AGNDTTTNLI GNMAHLLSER PELYRRAQQD RSLVGPIIEE TLRHSSPVQR LLRVTTRPVD
VSGVMIPAGH LVDVVFGAAN RDPAVFEEPD AFRLDRPPAE HLAFGQGTHF CIGAALARME
ARIALNALLD CYESITPGEA PPLRQTRAIM PLGFESLPLV LRRSRATAHH HHHH

Die Aminosäuresequenz von CYP264A1 mit C-terminalem His-tag (kursiv):
MSERVDIMTP AFRADPYTPY AAMRREAPVC QVDPGGMWAV SRYADVATVL RSPERFSSQG
FRAAWQPAWV GHNPLASSIL AMDGPDHARL RGLVSRAFGA PAIARIEQRA RDLCERLAGR
LDGEVDFIAA AAAPLPAFVI SELLGLDHAL EPHFKRWMDD LLSVTPEPAS AEHAARVRAT
IAELDRYMAD VIAARRRSPS DDLVSELARA GELLGDREII DLLVSILGGG LETTTHFLGS
SMLLLAERPA ELERLRASPQ LIPRFIEEMM RYDGPTQSVP RLTTSDVALA GVTIPAGSLV
LALVGSANRD EVRFTDPDRF DLHRGQPSLT FGHGAHFCLG AALARMEAKV ALEVLVPRIG
EVTRAPGEIP YNRTLTVRGP VSLPLRFRPA HHHHHH

Die Aminosäuresequenz von CYP260B1 mit C-terminalem His-tag (kursiv):
MLPRKNLFSF TSKDPSAFGI HLAAAAREHS VYFDEGLGVP VVLRGADVVA VLRDSETFST
RTYDTGIMKG ALVTLGGEAH TRMRRLFNAV LSPRVISRYE EATVTPVARR VVERLVRKER
AELFDDFAIS MPMGVTSALF GLPEERIAEN DALIRKMIRS VVMPQDPVVV AEGRSAHAAM
EAQLREIAER EVAHPSDTLL GEIARAIVAE GLGGVEACEG VVLTLILGSY ETTSWMLANL
LVALLAHPDA MNQLRQQPSL LPQAIEESTR WCSSAAGIVR FVEREATIGG ETLAAGTILY
LSLIARHYDE EIYPRPETFD IHRRPVGMLN FGGGLHYCVG APLARMEARV GVSLLLERFP
ALRADPTVQP TFSTAPRGAA AFGPDQIPAL LVHHHHHH
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Die Aminosäuresequenz von CYP260A1 und ΔCYP260A1 mit C-terminalem His-tag (kur-
siv), die zusätzlichen 50 Aminosäuren der längeren Form (CYP260A1) sind unterstrichen:
MADEKAPERE HNQGARADGE RSSGAARRVA AFAAALPRLT LHDDLHSVSS MDFPLANLFF
VPSEDATAFG RRLRAAAQQA PIVFDTAFGM PILLRKSHIT TAYRDTATFS TRMFQAGILN
GGLAAMQGDE HARMRRVYNM FFLPRAVSQY EERFVRPISE QVVDRLAGKP RVDLLEDFAM
ELPRRVIGEL FGFPAEKLHE TDERVRAMLR GLVRMHDPAA VAESQRAYGE TLGLITEVVE
RESRDTSDTL LGEILRTLKA EHMDTIEASR QIVLSLILGG YETTSWLVAN TIHALLAHPD
TLARVRQDPS LLPAAIEEGM RWCPSSFGVL RMVERDVRLD DQALSAGTVV CLAGIAGNYD
ETAYPSPEVY DIDRKPLPAA NVFGGGAHFC VGAPLARMEA RVGLQALLAR FPGLRAVPEE
RPSFMYGAKD SVAHGPDKLP VLLHHHHHHH

6.3.2 Gensequenz

Originale Gensequenz von CYP260A1 und ΔCYP260A1 mit C-terminalem His-tag (kursiv),
die zusätzlichen 150 Basen der längeren Form CYP260A1 sind unterstrichen und die von E.
coli selten genutzte Codons grau hinterlegt (ermittelt mit dem Rare codon calculator der web-
site: http://nihserver.mbi.ucla.edu/RACC/)
atggcagacg agaaagcgcc ggagcgcgag cacaaccagg gcgcgagagc agacggagaa
cgaagctccg gcgccgcccg ccgcgtcgct gctttcgccg ccgcgctccc ccgattgact
ctccacgatg acctccatag cgtctccagc atggatttcc cgctggccaa tctgttcttc
gtgccttccg aggatgcgac ggcgttcggc cggcgtctcc gtgctgccgc ccagcaagcg
ccgatcgtct tcgataccgc gttcgggatg ccgatcctgc tgcgcaagtc tcacatcacc
accgcatatc gcgacacagc gaccttctcg acacgcatgt ttcaggccgg catcttgaac
ggcggtctcg ctgctatgca gggagacgag cacgccagga tgcggcgcgt ctacaacatg
ttcttcctcc cccgcgccgt ctcgcagtac gaggagagat tcgtccggcc gatcagcgag
caggtcgtcg atcggctcgc gggcaagccc cgcgtcgatc tgctggagga cttcgcgatg
gagctgccgc ggcgggtgat cggcgagctg ttcggcttcc cggcggagaa gctccacgag
accgacgagc gcgtccgggc gatgctccgc ggcctcgtcc gcatgcacga ccccgccgcc
gtggccgaga gccagagggc ctacggggag acgctcgggt tgatcacgga ggtcgtcgag
cgcgagagca gagacaccag cgacacgttg ctcggcgaga tcctccgcac cctgaaggca
gagcacatgg acacgatcga ggccagccgg cagatcgtgc tgagcctgat actcggcggc
tatgagacga ccagctggct ggtcgccaac accatccatg ccctgctcgc gcacccggac
acgctggcgc gggtccggca agatccttcg ctgctgcccg ccgcgatcga ggaggggatg
cgctggtgcc cgagctcctt tggcgtgctg cgaatggtcg agcgtgacgt ccggctcgac
gatcaggcgc tgagcgcggg aacggtcgtc tgcctcgcag gcatcgccgg caactatgat
gagaccgcct atccctcgcc cgaggtctat gacatcgatc gcaagccgct gcccgcagcg
aacgtatttg gcggcggcgc ccacttttgc gtcggcgcgc cgctcgcgcg catggaggcg
cgggtaggcc tccaggcgct gctcgcgcgc ttcccgggcc tccgggcggt ccccgaggag
cggccgagct tcatgtatgg cgcgaaggac tccgtcgcgc acgggccgga caagctgcct
gtgctcctgc accatcacca tcaccatcac tga

CYP260A1-Gen: Länge 1353 bp GC-Gehalt 67,40% 18 seltene Codons
ΔCYP260A1-Gen: Länge 1203 bp GC-Gehalt 67,25% 15 seltene Codons
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Die Genseqeunz des synthetisierten Gens CYP260A1meg mit dem niedirgen GC-Gehalt, wel-
ches auf den Codon Adaptation Index (CAI) von B. megaterium optimiert wurde:
atggatttcc cattagctaa cttattcttc gtaccatctg aagatgctac agctttcggt
cgtcgtttac gtgctgctgc tcaacaagct ccaattgtat tcgatacagc tttcggtatg
ccaattttat tacgtaaatc tcacattaca acagcttacc gtgatacagc tacattctct
acacgtatgt tccaagctgg tattttaaac ggtggtttag ctgctatgca aggtgatgaa
cacgctcgta tgcgtcgtgt atacaacatg ttcttcttac cacgtgctgt atctcaatac
gaagaacgtt tcgtacgtcc aatttctgaa caagtagtag atcgtttagc tggtaaacca
cgtgtagatt tattagaaga tttcgctatg gaattaccac gtcgtgtaat tggtgaatta
ttcggtttcc cagctgaaaa attacacgaa acagatgaac gtgtacgtgc tatgttacgt
ggtttagtac gtatgcacga tccagctgct gtagctgaat ctcaacgtgc ttacggtgaa
acattaggtt taattacaga agtagtagaa cgtgaatctc gtgatacatc tgatacatta
ttaggtgaaa ttttacgtac attaaaagct gaacacatgg atacaattga agcttctcgt
caaattgtat tatctttaat tttaggtggt tacgaaacaa catcttggtt agtagctaac
acaattcacg ctttattagc tcacccagat acattagctc gtgtacgtca agatccatct
ttattaccag ctgctattga agaaggtatg cgttggtgtc catcttcttt cggtgtatta
cgtatggtag aacgtgatgt acgtttagat gatcaagctt tatctgctgg tacagtagta
tgtttagctg gtattgctgg taactacgat gaaacagctt acccatctcc agaagtatac
gatattgatc gtaaaccatt accagctgct aacgtattcg gtggtggtgc tcacttctgt
gtaggtgctc cattagctcg tatggaagct cgtgtaggtt tacaagcttt attagctcgt
ttcccaggtt tacgtgctgt accagaagaa cgtccatctt tcatgtacgg tgctaaagat
tctgtagctc acggtccaga taaattacca gtattattac accaccacca ccaccactaa

CYP260A1meg-Gen: Länge 1200 bp GC-Gehalt 40,50% keine seltene Codons

6.3.3 Aligment für CYP260 Familie

Aligment für die Mitglieder der CYP260 Familie, CYP260A1, ΔCYP260A1 (50AS verkürzt)
und CYP260B1, durchgeführt mit Clustal W:

         10         20         30         40         50
CYP260A1 MADEKAPERE HNQGARADGE RSSGAARRVA AFAAALPRLT LHDDLHSVSS
Δ CYP260A1 ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
CYP260B1 ---------- ---------- ---------- ---------- ----------
CONSENSUS

60         70         80         90        100
CYP260A1 MDFPLANLFF VPSEDATAFG RRLRAAAQQA PIVFDTAFGM PILLRKSHIT
Δ CYP260A1 MDFPLANLFF VPSEDATAFG RRLRAAAQQA PIVFDTAFGM PILLRKSHIT
CYP260B1 -MLPRKNLFS FTSKDPSAFG IHLAAAAREH SVYFDEGLGV PVVLRGADVV
CONSENSUS   :*  ***  ..*:*.:***  :* ***::  .: ** .:*: *::** :.:.

        110        120        130        140        150
CYP260A1 TAYRDTATFS TRMFQAGILN GGLAAMQGDE HARMRRVYNM FFLPRAVSQY
Δ CYP260A1 TAYRDTATFS TRMFQAGILN GGLAAMQGDE HARMRRVYNM FFLPRAVSQY
CYP260B1 AVLRDSETFS TRTYDTGIMK GALVTLGGEA HTRMRRLFNA VLSPRVISRY
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CONSENSUS :. **: *** ** :::**:: *.*.:: *:  *:****::*  .: **.:*:*

        160        170        180        190        200
CYP260A1 EERFVRPISE QVVDRLAGKP RVDLLEDFAM ELPRRVIGEL FGFPAEKLHE
Δ CYP260A1 EERFVRPISE QVVDRLAGKP RVDLLEDFAM ELPRRVIGEL FGFPAEKLHE
CYP260B1 EEATVTPVAR RVVERLVRKE RAELFDDFAI SMPMGVTSAL FGLPEERIAE
CONSENSUS **  * *::. :**:**. *  *.:*::***: .:*  * . * **:* *:: *

        210        220        230        240        250
CYP260A1 TDERVRAMLR GLVRMHDPAA VAESQRAYGE TLGLITEVVE RESRDTSDTL
Δ CYP260A1 TDERVRAMLR GLVRMHDPAA VAESQRAYGE TLGLITEVVE RESRDTSDTL
CYP260B1 NDALIRKMIR SVVMPQDPVV VAEGRSAHAA MEAQLREIAE REVAHPSDTL
CONSENSUS .*  :* *:* .:*  :**.. ***.: *:.    . : *:.* **  ..****

        260        270        280        290        300
CYP260A1 LGEILRTLKA EHMDTIEASR QIVLSLILGG YETTSWLVAN TIHALLAHPD
Δ CYP260A1 LGEILRTLKA EHMDTIEASR QIVLSLILGG YETTSWLVAN TIHALLAHPD
CYP260B1 LGEIARAIVA EGLGGVEACE GVVLTLILGS YETTSWMLAN LLVALLAHPD
CONSENSUS **** *:: * * :. :**..  :**:****. ******::**  : *******

        310        320        330        340        350
CYP260A1 TLARVRQDPS LLPAAIEEGM RWCPSSFGVL RMVERDVRLD DQALSAGTVV
Δ CYP260A1 TLARVRQDPS LLPAAIEEGM RWCPSSFGVL RMVERDVRLD DQALSAGTVV
CYP260B1 AMNQLRQQPS LLPQAIEEST RWCSSAAGIV RFVEREATIG GETLAAGTIL
CONSENSUS :: ::**:** *** ****.  ***.*: *:: *:***:. :. .::*:***::

        360        370        380        390        400
CYP260A1 CLAGIAGNYD ETAYPSPEVY DIDRKPLPAA NVFGGGAHFC VGAPLARMEA
Δ CYP260A1 CLAGIAGNYD ETAYPSPEVY DIDRKPLPAA NVFGGGAHFC VGAPLARMEA
CYP260B1 YLSLIARHYD EEIYPRPETF DIHRRPVGML N-FGGGLHYC VGAPLARMEA
CONSENSUS  *: ** :** *  ** **.: **.*:*:    * **** *:* **********

        410        420        430        440
CYP260A1 RVGLQALLAR FPGLRAVPEE RPSFMYGAKD SVAHGPDKLP VLLH
Δ CYP260A1 RVGLQALLAR FPGLRAVPEE RPSFMYGAKD SVAHGPDKLP VLLH------
CYP260B1 RVGVSLLLER FPALRADPTV QPTFSTAPRG AAAFGPDQIP ALLV------
CONSENSUS ***:. ** * **.*** *   :*:*  ..:. :.*.***::* .**
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