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1 Abkiirzungen
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2 ZUSAMMENFASSUNG

2 Zusammenfassung

2.1 Zusammenfassung

Die Funktionalisierung von Naturstoffen zur Steigerung ihrer Bioaktivitit ist oftmals ein bedeu-
tender Schritt der Arzneimittelentwicklung. Die Cytochrom P450 Monooxygenasen haben sich
fiir diese Aufgabe als vielseitige Werkzeuge mit groBem biotechnologischen Potential erwiesen.
Das bakterielle CYP106A?2 aus Bacillus megaterium ATCC13368 ist in der Lage pharmazeutisch
interessante Substrate, Steroide, Di- und Triterpenoide, stereoselektiv zu hydroxylieren. In dieser
Arbeit wurde ein, auf der Methode der Differenzspektroskopie basierendes, Screeningsystem fiir
die Identifizierung neuer Substrate entwickelt und auf eine 502 Substanzen umfassende Natur-
stoffbibliothek angewendet. Das Screening ergab zwolf Treffer. Einhergehend mit einer rationa-
len Suche wurde das Substratspektrum von CYP106A2 um sieben bioaktive Naturstoffe erwei-
tert. Darunter; das mit den Ginsenosiden verwandte Dipterocarpol und der Steroidhormonvorléu-
fer Dehydroepiandrosteron. Die respektiven Reaktionsprodukte konnten mittels Ganzzellumsatz
durch Bacillus megaterium ATCC13368 hergestellt und mittels NMR identifiziert werden. Durch
Optimierung der Ganzzellkatalysen resultierte die Produktivitiit deutlich gesteigert werden. Erste
Untersuchungen zur Wirksamkeit der Reaktionsprodukte wurden durch in vitro Zytotoxizitétstest
mit zwei Sdugerzelllinien gemacht, wobei eine moderate Toxizitdt von 73-OH-Dipterocarpol auf

beide Zelllinien wurde beobachtet wurde.

2.2 Summary

The functionalization of natural products in order to increase their bioactivity is often a critical
step in drug development. For this cytochrome P450 monooxygenases emerged as a versatile
tool with biotechnological potential. The bacterial CYP106A2 from Bacillus megaterium AT-
CC13368 is able to catalyze the stereoselective hydroxylation of pharmaceutical relevant substra-

tes. In the present work, a screening system based on the method of difference spectroscopy was
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developed to identify new CYP106A2 substrates. The method was applied for the screening of a
502 compounds containing natural product library, resulting in twelve hits. Along with a rational
susbtrate search the substrate spectrum of CYP106A2 was broadened by seven new compounds.
Among them are the ginsenoside related dipterocarpol and the steroid hormone precursor dehy-
droepiandrosterone. Their respective reaction products could be produced using bacillus megate-
rium whole cell catalysis and the hydroxylation positions were determined with NMR-analysis.
Optimization of the whole cell catalysis led to an explicit increase in productivity. First inves-
tiagations on possible bioactivities were performed using in vitro cytotoxicity assays with two
mammalian cell lines. A moderate cytotoxicity of 7-OH-dipterocarpol on both cell lines was

observed.



3 EINLEITUNG

3 Einleitung

3.1 Naturstoffe
3.1.1 Allgemeines

Naturstoffe stellen eine unerschopfliche Quelle chemischer Diversitit dar, die sich der Mensch
im Laufe der Jahrtausende auf vielfache Weise nutzbar gemacht hat. Der Begriff Naturstoff um-
schreibt ganz allgemein in der Natur vorkommende Verbindungen, die aus Pflanzen, Tieren oder
Mikroorganismen gewonnen werden. Nach geltendem Chemikalienrecht fallen darunter alle ,, na-
tiirlich vorkommenden Stoffe, die unverarbeitet sind oder lediglich durch mechanische oder auf
Wasser basierende Extraktionsmethoden (Flotation, Extraktion mit Wasser, Dampfdestillation
usw.) gewonnen werden“ [1]. Diese Definition bezieht sich auf Reinsubstanzen oder definier-
te Gemische und ist abzugrenzen von der gemeinsprachlichen Verwendung des Begriffs Natur-
stoff fiir undefinierte pflanzliche Extrakte. Die Bezeichnung Naturstoff bezieht sich dabei auf die
Struktur der urspriinglich aus einem Lebewesen isolierten Substanz. Auch auf chemischem Wege
synthetisierte Substanzen diirfen daher immer noch als Naturstoffe bezeichnet werden. Die Ein-
teilung von Naturstoffen in Klassen ist aufgrund ihrer groBen strukturellen Diversitidt schwierig.
Zunichst kann zwischen Naturstoffen aus dem Primérstoffwechsel und dem Sekundirstoffwech-
sel unterschieden werden. Der sogenannte Primérstoffwechsel bezeichnet den anabolen und kata-
bolen Metabolismus der Kohlenhydrate, Aminosduren (Peptide, Proteine), Fettsduren und ande-
re lebenswichtiger Stoffe, wogegen der Sekundiarmetabolismus, nicht lebenswichtige Metabolite,
die in spezialisierten Zellen oder Geweben gebildet werden und dem Wirt besondere Eigenschat-
ten wie Giftigkeit, Resistenzen u. 4. verleihen, einschlie3t. Feinere Einteilungen sind anhand
der biogenen Herkunft der Naturstoffe (Einteilung nach Biosynthesewegen) oder ihrer physiko-
chemischen Eigenschaften moglich (s. Abb. 3.1). Insbesondere die dem Sekundidrmetabolismus

entspringenden Naturstoffe stellen eine sehr heterogene Gruppe von Substanzen dar. Stark ver-
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tretene Naturstoffklassen sind die Polyketide, Terpenoide und Flavonoide. Die Polyketide sind
eine strukturell uneinheitliche Gruppe von Stoffen, die einem gemeinsamen Stoffwechselweg
(Polyketidweg) entspringen. Zu ihnen zédhlen viele Antibiotika aber auch das Antimalariamittel
Artemisinin. Die Flavonoide, die aus dem Shikimisdureweg iiber Phenylalanin gebildet werden,

gehoren zu den wichtigsten Bliitenfarbstoffen.

Terpenoide, .
Steroide J Alkaloide J
Peptide, Proteine ‘{ Naturstoffe r Polyketide
/ g
Kohlenhydrate Fettsduren J
/

Abbildung 3.1: Beispiele von Naturstoffklassen

Die Terpenoide, stellen mit iiber 55.000 bekannten Vertretern die strukturell und stereoche-
misch zahlreichste Gruppe unter den Naturstoffen dar [2]. Der Begriff Terpene wird fiir die nur
aus Kohlen- und Wasserstoffatomen aufgebauten Grundkorper verwendet. Durch Heteroatome
funktionalisierte Terpene werden als Terpenoide bezeichnet, wobei unter der Bezeichnung He-
teroatome alle Nicht-Kohlenstoff- oder Wasserstoffatome verstanden werden. In den meisten
Fillen sind dies Sauerstoffatome in Form von Hydroxyl-, Carboxyl- oder Ketogruppen. Alle Ter-
pene — und damit alle Terpenoide — leiten sich formal vom Isopren ab (Isoprenoide) und sind
demnach aus C5-Einheiten aufgebaut (Terpenregel) (s. Abb. 3.2). Die Farnesylpyrophosphatsyn-
thase katalysiert die Kopf-Schwanz-Kondensation (wobei das Schwanzende das Pyrophosphat
trigt) der beiden C5-Korper Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopentenylpyrophos-

phat (IPP) zu Geranylpyrophosphat (GPP) (C-10) aus dem die Monoterpene hervorgehen. Eine
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erneute Kondensation von GPP mit IPP fiihrt zu Farnesylpyrophosphat (FPP) aus dem die Sesqui-
terpene gebildet werden. Die Kondensation von FPP mit IPP bildet Geranylgeranylpyrophosphat
(GGPP) den Grundbaustein der Diterpene (C20). Das Squalen (C30), das Vorldufermolekiil der
Triterpene, entstammt einer Schwanz-Schwanz-Kondensation von zwei FPP Molekiilen. Squalen
trigt demnach keine Pyrophosphatgruppe mehr. Die Terpene werden durch ein- oder mehrfache
Zyklisierungs- und Umlagerungsreaktionen aus diesen Vorldufermolekiilen gebildet. Die Steroi-
de werden ebenfalls aus dem Squalen gebildet, ihnen werden aber im Laufe ihrer Synthese durch
verschiedene Enzyme Kohlenstoffatome entfernt, so dass sie lediglich 27 C-Atome (Lanosterol)

oder weniger (Steroidhormone C19-C21) besitzen.



3.1 Naturstoffe 3 EINLEITUNG

CH, CH, Kopf-Schwanz-Kondensation H,C H,C
+
HC” N"S0PP e OPP HCTS N~"Sopp 7 Monoterpene
DMAPP PP Geranylpyroposphat
(GPP)
)Ci/\ " s CH, CH, CH,
N )\/\ e —= Sesquiterpene
R OPP  H,.C OPP H,C N N N oPp
GPP IPP Farnesylpyrophosphat
(FPP)
CH, . CH, H,C CH, CH, CH,
—_— — Diterpene
R)\/\OPP HZC)\/\OPP HCT S ~ ~ N-"opp
FPP PP Geranylgeranylpyrophosp
hat (GGPP)
Schwanz-Schwanz-Kondensation
x
R OPP CH, HC? S > ~ N N N opp
FPP FPP CHy CH, CH,

Squalen

| )

Triterpene Steroide

Abbildung 3.2: Schematischer Aufbau der Terpene aus Isopreneinheiten: Kopf-Schwanz-Kondensation
(Schwanz = Pyrophosphatende) der beiden C5-Korper Dimethylallylpyrophosphat (DMAPP) und Isopen-
tenylpyrophosphat (IPP) zu dem Monoterpenvorldufer Geranylpyrophosphat (GPP). GPP kondensiert mit
IPP zu Farnesylpyrophosphat (FPP) aus dem die Sesquiterpene gebildet werden. FPP und IPP bilden Gera-
nylgeranylpyrophosphat (GGPP) den Grundbaustein der Diterpene (C20). Das Squalen (C30), das Vorliu-
fermolekiil der Triterpene, entstammt einer Schwanz-Schwanz-Kondensation von zwei FPP Molekiilen.
Die Steroide werden ebenfalls aus dem Squalen gebildet, ihnen werden aber im Laufe ihrer Synthese
durch verschiedene Enzyme Kohlenstoffatome entfernt, so dass sie lediglich 27 C-Atome (Lanosterol)
oder weniger (Steroidhormone C19-C21) besitzen.

Terpene werden nach der Zahl ihrer Kohlenstoffatome eingeteilt in (s. Abb. 3.2): Hemiterpene
(C5); Moneoterpene (C10); Sesquiterpene (C15); Diterpene (C20); Triterpene (C30); Tetra- und
Polyterpene (C40 und mehr). Diese Einteilung geht ebenso wie der Name Terpene auf ihre erst-
malige Isolation aus Terpentin (Harzauslauf verschiedener Koniferen) zuriick, mit der Definition
des ersten isolierten Terpens als Monoterpen, das aus 10 C-Atomen bestand. Die meisten natiirli-
chen Terpenoide durchlaufen mehrere Zyklisierungs- und Umlagerungsreaktionen, woraus ihre

strukturelle Vielfalt resultiert. Abbildung 3.3 zeigt nur einige ausgewdhlte Beispiele verschiede-
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ner Terpengrundgeriiste, abgeleitet aus Hill 2012 [3].

7 8 9

Abbildung 3.3: Einige Beispiele der strukturell verschiedenen Terpengrundgeriiste, die aus FPP, GPP,
GGPP und Squalen gebildet werden: 1. Myristan (Monoterpen), 2. Limonan (Monoterpen), 3. Humulan
(Sesquiterpen), 4. Valeran (Sesquiterpen), 5. Pimaran (Diterpen), 6. Abietan (Diterpen), 7. Dammaran
(tetrazyklisches Triterpen), 8. Oleanan (pentazyklisches Triterpen), 9. Ursan (pentazyklisches Triterpen)

Terpene kommen vor allem in Harzen und itherischen Olen vor [4]. Diterpene etwa sind
die Hauptbestandteile der Harzsduren (Abietinsdure, Pimarsdure) verschiedener Koniferen, wo
sie bei der VerschlieBung von Wunden mitwirken. Zudem wird ihnen eine Rolle bei der Resis-
tenz gegeniiber FraB3feinden zugesprochen [S]. Glykosylierte Triterpene (Saponine) finden sich
in fast allen hoheren Pflanzen. Terpene und Terpenoide sind wichtige Rohstoffe und gewinnen
auch als pharmazeutisch wirksame Substanzen aus Pflanzen und Tieren zunehmend an Bedeu-
tung. Die niedermolekularen, fliichtigen Mono- und Sesquiterpene werden als Aromastoffe in
der Nahrungsmittel- und Kosmetikindustrie verwendet, wie etwa das (R)-(+)-Limonen, welches

in Zitronen- und Orangendl vorhanden ist und Cremes, Duschgels und Schampoos ihren zitrus-
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artigen Duft verleiht. Viele pharmakologische Eigenschaften von Pflanzen konnen auf Terpe-
noide zuriickgefiihrt werden. Triterpenoide sind zum Beispiel die bioaktiven Komponenten der
Ginsengwurzel (Panax ginseng C.A. Mey), auch Ginsenoside genannt, denen antitumurale, an-
tivirale, antibakterielle, immunregulerierende und neuroprotektive Eigenschaften zugesprochen
werden [6, 7, 8, 9].

Unter den Isoprenoiden stellen die Steroide eine besondere Gruppe dar. Steroide sind in Tieren,
Pflanzen und Pilzen zu finden. Zu den biologisch wichtigen Steroiden gehoren die Sterine (Ste-
role), die Gallensduren, Steroidhormone sowie die herzaktiven Cardenolide und Bufadienolide
[4]. Die Steroidhormone des Menschen, werden ebenso wie die Gallenséduren und das Vitamin D
aus Cholesterin gebildet. Sie werden in drei Klassen unterteilt, die Glucocorticoide, Mineralocor-
ticoide und Sexualhormone, welche wiederum aufgeteilt sind in Progestagene, Androgene und
Ostrogene. Die Steroidhormone steuern lebenswichtige Prozesse im Korper. Progesteron und
Ostrogene sind wichtig fiir die Einnistung des Eis in den Uterus und die Follikelreifung. Die
Androgene und Ostrogene bewirken die Ausprigung der sekundiren Geschlechtsmerkmale. Die
Gluco- und Mineralocorticoide steuern den Zucker und Mineralhaushalt und damit einhergehend
den Blutzuckerspiegel und Blutdruck [10]. Bei Insekten und Pflanzen spielen Steroidhormone
ebenfalls eine gewichtige Rolle als Hiutungs- (Ecdysone) beziehungsweise Wachstumshormone

(Brassinosteroide).

3.1.2 Naturstoffe in der Medizin

Die Verwendung von Naturstoffen als Heilsubstanzen ist so alt wie die Menschheit. Eine der
dltesten medizinischen Uberlieferungen, die 2900 v. Chr. von den Agyptern verfassten ,,Papyrus
Ebers*, beinhalten Eintragungen iiber bereits 700 verschiedene pflanzliche Arzneimittel, die zum
Gurgeln, als Tabletten, als Infusion oder Balsam eingesetzt wurden [11]. Naturstoffe werden auch
heute noch in der Medizin zur Behandlung verschiedenster Krankheiten verwendet, allen voran

Infektionen durch Bakterien, Krebs, neuronale Erkrankungen, kardiovaskuldre und intestinale
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Leiden, Entziindungen und Hauterkrankungen. Ferner werden sie auch bei metabolischen und
hormonellen Storungen und als Immunsupressiva eingesetzt [12]. Interessanterweise besitzen
heute noch 80 % der urspriinglich aus Pflanzen isolierten Naturstoffe ithren ethnopharmakolo-
gischen Verwendungszweck [13]. Die Dosierung pflanzlicher Extrakte gestaltet sich allerdings
schwierig, da die Wirkstoffkonzentration vom Alter und der Konstitution der Pflanze abhéngt. In
der Schulmedizin verwendet man daher heute iiberwiegend isolierte Wirkstoffe.

Von den 877, von der U.S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassenen neuen Wirkstof-
fen (,,New Chemical Entities* (NCEs)), die zwischen 1981 und 2002 eingetragen wurden, sind
fast die Hilfte (49 %) Naturstoffe, semi-synthetische Naturstoffanaloga oder auf Naturstoffen
basierende Substanzen [13]. Obgleich der groBte Teil unserer Arzneimittel direkt oder indirekt
von Naturstoffen abstammt, konnen nur die wenigsten pharmazeutisch wirksamen Naturstoffe
direkt als Medikamente eingesetzt werden. Oftmals sind ihre Wirkungen zu schwach oder die
Nebenwirkungen zu hoch [14]. Solche Substanzen, die bereits eine erwiinschte biologische Wir-
kung zeigen, fiir deren therapeutischen Einsatz aber noch bestimmte Eigenschaften fehlen, nennt
man Leitstrukturen. Der Begriff Leitstruktur beinhaltet zugleich, dass sich durch gezielte che-
mische Variationen aus ihnen Analoge herstellen lassen, die die urspriingliche Substanz in ihrer
Wirkstérke, Bioverfiigbarkeit und (oder) Selektivitit tibertreffen [15].

Die vielleicht bekannteste Erfolgsgeschichte einer Leitstruktur ist die der Acetylsalicylsidure
(s. Abb. 3.4), die von Bayer unter dem Handelsnamen Aspirin vertrieben wird. Der Wirkstoff Ace-
tylsalicylsdure wurde 1897 erstmals von Dr. Felix Hoffmann in reiner Form stabil synthetisiert
und seine Herstellung 1899 von Bayer patentiert (http://www.bayer.de/de/Felix-Hoffmann.aspx).
Der eigentliche Naturstoff ist das Salicin, das aus D-Glucose und dem Salicylalkohol besteht
(s. Abb. 3.4). Der aus dem Salicin durch Hydrolyse und anschlieBender Oxidation des respek-
tiven Alkohols bzw. des Aldehyds (oder Hydrolyse des Methylesters) gewonnene eigentliche
Wirkstoff — die Salicylsdure — wird heute vor allem in der Kosmetik und zur Behandlung von

Akne eingesetzt. Seine acetylierte Form (Aspirin) aber ist das wohl bekannteste und weltweit
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am héufigsten verschriebene Schmerzmittel geworden [16]. Ein historisch ebenfalls wichtiger
arzneilich wirksamer Naturstoff ist das aus dem Schlafmohn Papvera somniforum stammende
Morphin, das stirkste bekannte natiirliche Analgetikum und einer der wenigen Naturstoffe, die
auch heute noch in ihrer natiirlichen Form eingesetzt werden [17]. Zu nennen ist an dieser Stelle
auch das bei Herzschwiche eingesetzte Digitoxin aus Digitalis lanata (Digitalis), ein herzwirk-
sames Glykosid mit steroidalem Aglykon, welches schon in den oben genannten Papyrus Ebers

Erwihnung findet.

Abbildung 3.4: Beispiele arzneilich bedeutsamer Naturstoffe: 1. Salicylsdure 2. Salicin 3. Morphin 4.
Digitoxin

3.1.3 Naturstoffe und Biotechnologie

Trotz ihrer chemischen Vielfalt und breiten Anwendung sinkt der Anteil von Naturstoffen in der
Arzneimittelforschung stetig. In ihrer Bliitezeit nach dem Zweiten Weltkrieg, als die Antibiotika
die Arzneimittelmérkte eroberten, wurden viele neue Wirkstoffe darunter Streptomycin, Genta-
mycin und Tetracyclin als Nicht-Lactam-Antibiotika, aber auch die immer noch sehr erfolgrei-
chen Statine wie Compactin und Mevinolin, entdeckt [18]. Die klassische Naturstoffforschung

wurde zu Beginn dieses Jahrtausends allerdings durch die aufkommende kombinatorische Che-
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mie ersetzt. Diese beinhaltet die Darstellung einer Vielzahl chemisch dhnlicher Verbindungen
durch Verwendung von Synthesebausteinen und ermoglicht damit die Herstellung umfangrei-
cher Substanzbibliotheken zur Identifikation neuer Wirkstoffe im Hochdurchsatzverfahren (HTS,
engl. high-througput-screening). Die klassische Naturstoffchemie ist dagegen nicht in der Lage,
geniigend Reinsubstanzen fiir diese HTS-Verfahren zur Verfiigung zu stellen. Naturstoffe haben
den groBlen Nachteil, dass sie oft selten und schwer zu erhalten sind. Problematisch ist zudem,
dass ihre Identifizierung und Charakterisierung ein langwieriger und kostenintensiver Prozess ist,
wobel im schlimmsten Fall eine bereits bekannte Substanz wiederentdeckt wird, die nicht mehr
patentiert werden kann [19]. Dieser Mangel machte Platz fiir die kombinatorische Chemie, die
nicht nur die Substanz sondern auch den entsprechenden Syntheseweg mitbringt und damit den
Anspriichen moderner HTS Verfahren besser gerecht wird [19]. Allerdings hat die kombinatori-
sche Chemie von 1980 bis heute nur einen von der FDA zugelassenen Wirkstoff hervorgebracht,
nidmlich den Kinaseinhibitor Sorafendib [11]. Dagegen stellen Naturstoffe selbst 6 %, Derivate
von Naturstoffen 27 % und aus naturstoffbasierenden Leitstrukturen hergestellte synthetische De-
rivate 28 % der von der FDA zugelassenen Medikamente (von 1980 bis 2002). Den Rest bilden
synthetische Substanzen [20].

Die Biotechnologie bildet die entscheidende Schnittmenge zwischen der strukturellen Viel-
falt der Naturstoffe und den Anspriichen moderner Arzneimittelforschung. Zellsysteme, zellfreie-
(,,crude “)-Extrakte und teilweise oder ganz gereinigte Enzyme sind die Werkzeuge, die es ermog-
lichen Reaktionen durchzufiihren, die sich auf chemischem Wege nur schwer oder gar nicht ver-
wirklichen lassen. Den Grundstein zum Durchbruch der Enzyme als vielseitige Biokatalysatoren
legten Willem ,,Pim‘ Stemmer und Frances Arnold mit ihren Arbeiten an Methoden, die heute un-
ter dem Begriff ,,Gerichtete Evolution® zusammengefasst werden. Die rasante Entwicklung von
DNA-Technologien zusammen mit bioinformatischen Methoden, ermoglichte Herstellung von
umfangreichen Mutantenbibliotheken, die es ermoglichten Enzyme zu identifizieren, die iiber

fiir die industrielle Biokatalyse notwendige Stabilitit gegeniiber Scherkriften, Hitze und orga-

11
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nischen Losemitteln verfiigen [21]. Die Entschliisselung ganzer Genome ermdoglicht zudem das
Aufspiiren von Bausteinen (engl. ,, Building-Blocks *“) oder vollstindigen Biosynthesewegen, die
zur Herstellung hochpreisiger Naturstoffe, Arzneimittel oder ihrer Vorstufen eingesetzt werden
konnen. Die Verfahren ermoglichen heute bereits die Herstellung von Wirkstoffen aus billigen
Vorldufermolekiilen mit Hilfe rekombinanter Organismen [22, 14, 23]. Diese Techniken werden
unter dem Begriff synthetische Biologie zusammengefasst. Als Meilensteine der synthetischen
Biologie sind die Totalsynthese des Steroidhormons Cortisol, des Krebsmedikaments Taxol und
des Anti-Malariamittels Artemisinin aus einfachen Kohlenstoffquellen in der Hefe zu nennen
[24, 25, 26, 27]. Entscheidende Reaktionsschritte aller drei Biosynthesewege werden von einer
Enzymfamilie, nimlich von Cytochrom P450 Enzymen, katalysiert [22].

Die Familie der Cytochrom P450 Enzyme ist an den meisten bekannten Biosynthesewegen
pharmazeutisch bedeutsamer Sekunddrmetabolite beteiligt. PA50 Enzyme sind in der Lage eine
Vielfalt von Reaktionen, vor allem Hydroxylierungen auch nichtaktiver C-H und C-C Bindungen,
C-C Bindungsspaltungen und -kniipfungen, N-, O- und S-Desalkylierungen, Epoxidierungen u.
a. mit hoher Selektivitidt durchzufiihren [28]. Diese reaktive Vielfalt geht einher mit einer un-
glaublich groBen Zahl an Isoenzymen. Die Suche nach P450-Genen in der NCBI-Datenbank
gibt aktuell 24.697 Ergebnisse (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), wobei ihre Zahl mit der Sequen-

zierung neuer Genome stetig wéchst [29].

12
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3.2 Cytochrome P450
3.2.1 Allgemeines

Cytochrom P450 Enzyme sind externe Monooxygenasen aus der Gruppe der eisenhaltigen b-
Hamproteine. Sie gehdren zu den éltesten bekannten Genfamilien. Es wird vermutet, dass sie
von Mikroorganismen zur Detoxifizierung des ersten Sauerstoffs in der Atmosphire verwendet
wurden. Die Entdeckung von Steranen in Fossilen aus dem Prikambrium fiihrt zur der Theorie,
dass P450 Enzyme moglicherweise an der urzeitlichen Sterolbiosynthese beteiligt waren. Ge-
stiitzt wird diese These dadurch, dass die 14a-Demethylase (CYP51), welche die Bildung von
Cholesterol aus Lanosterol katalysiert, in iiber 82 Organismen aus allen fiinf Reichen vertreten
ist [30]. Im Laufe der Evolution haben Cytochrome P450 dariiber hinaus eine Vielzahl verschie-
dener Aufgaben im anabolen und katabolen Stoffwechsel von Pro- und Eukaryoten iibernommen.
Beim Menschen partizipieren P450 Enzyme an der Biosynthese des Cholesterins, bewerkstelli-
gen die Steroidhormonbiosynthese, sind beteiligt an der Herstellung der Prostaglandine, spielen
eine Rolle bei der Synthese der Hormonformen des Vitamin D und sie iibernehmen 75 % des
Phase-I-Metabolismus der Leber, den ein GroBteil der Fremdstoffe, insbesondere Arzneimittel,
vor ihrer renalen Ausscheidung passiert [31].

Die stetig wachsende Zahl an P450 Isoformen erfordert eine einheitliche Nomenklatur. Eine
solche wurde bereits 1987 entworfen, nach der die Enzyme anhand von Sequenzhomologien
eingeteilt werden. Angehorige der P450 Superfamilie werden dabei mit dem Kiirzel ,,CYP* (Cy-
tochrom P450) versehen, die entsprechende Familie (mind. 40 % Sequenzidentitit) wird von
einer Zahl angezeigt, die ndchste Unterteilung, die Subfamilie (mind. 55 % Sequenzidentitit)
wird durch einen Buchstaben reprisentiert und zuletzt bezeichnet eine weitere Zahl das entspre-
chende Isoenzym (Bsp. CYP106A2). Trotz hoher Sequenzunterschiede sind sich alle P450 En-
zyme strukturell dhnlich. Sie besitzen eine trigonal-pyramidale Grundstruktur, die von einem

Vier-Helix-Biindel gestiitzt wird [32, 33, 34]. Die einzige in allen P450 Enzymen konservierte

13
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Aminosiure ist das Cystein, welches den proximalen Liganden des Him-Eisens stellt. Eine wei-
tere stark konservierte Aminoséure ist ein Threonin, das bei der Protoneniibertragung wéhrend

der Katalyse (s. u.) assistiert.

3.2.2 P450 Reaktionsmechanismus

Im Allgemeinen katalysieren P450 Enzyme die Spaltung molekularen Sauerstoffs, wobei ein
Atom in das Substrat eingebaut wird, wihrend das andere zu Wasser reagiert (Monooxygenasen)

(s.GL 1).

R—H+ Oy +NADPH +H" — R— OH + H,O + NADP* (1)

Der Katalysemechanismus der P450 Enzyme durchlduft mehrere Zwischenstufen, die nicht
alle bis ins Detail geklart sind. Die Hydroxylierungsreaktion ist aber gut verstanden und es exis-
tiert ein allgemein akzeptiertes Konsensusmodell [35]. Bei diesem werden auf dem Weg zum hy-
droxylierten Produkt acht Intermediate durchlaufen (s. Abb. 3.5), wobei das Him-Eisen in drei
Oxidationsstufen (Fez+, Fe3t, Fe4+) auftritt. Die Katalyse beginnt mit dem Substrateintritt in das
aktive Zentrum des Cytochroms i), welcher in den meisten Fillen einhergeht mit der Verdrangung
des Wassers als 6. Liganden des Him-Eisens, wodurch dieses vom oktaedrischen Low-Spin (LS)-
Zustand in den pentazyklischen High-Spin (HS)-Zustand iiberfiihrt wird (s. Abschnitt 3.2.4). Mit
dem HS-Shift geht ein Anstieg des Redoxpotentials um bis zu 300 mV einher, welcher die nach-
folgende Aufnahme eines Elektrons ii) erleichtert. Diese Ein-Elektron-Reduktion iiberfiihrt das
Fe!ll in Fe!!, welches nun ein Sauerstoffmolekiil bindet iii), wodurch der Fe!'-Dioxykomplex
bzw. Fe''l Superoxid-Komplex (s. Abb. 3.5) gebildet wird. Danach folgt ein erneuter Elektronen-

transfer iv), welcher das negativ geladene Fe!ll

-Peroxy-Intermediat generiert. Die nachfolgende
Protonierung v) fiihrt zur Bildung des Hydroperoxy-Komplexes (Fe!'!-COOH), auch bezeichnet

als Compound 0. Einer weiteren Protonierung vi) folgt die heterolytische Spaltung der O-O Bin-
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dung bei gleichzeitiger Reduktion des distalen Sauerstoffatoms zu Wasser. Zuriick bleibt das
hochreaktive Ferryl-Oxo-Intermediat (Fe**=0, Porphyrin 7-Kationradikal), welches als Com-
pound I bezeichnet wird vii). Schlielich wird ein Proton vom Substrat abstrahiert, es kommt
zu einer radikalischen Rekombination (radikalischer ,,rebound-Mechanismus‘), die das hydroxy-
lierte Produkt gibt. Zuletzt dissoziiert das Produkt vom aktiven Zentrum ab viii) und das Enzym
kehrt in den urspriinglichen wassergebundenen LS-Zustand zuriick.

Neben diesem Hauptweg besitzt der Katalysemechanismus drei potentielle Abzweigungen
., shunt-pathways“ (s. Abb. 3.5). Diese Reaktionen verbrauchen ebenfalls Reduktionsidquivalen-
te, ohne dass es zur Hydroxylierung des Substrates kommt, weshalb man auch von Entkopp-
lungsreaktionen spricht. In allen Fillen kommt es auf unterschiedlichen Wegen zur Riickbildung
des HS-Fel-Intermediats (ii). Die erste shunt-Reaktion ist die Autooxidation, bei der ein Su-
peroxidanion O, vom Superoxid-Komplex abgespalten wird. Der zweite, auch Peroxid-Shunt
genannte, Weg verlduft tiber die Bildung von Wasserstoffperoxid aus Compound 0. Dieser Weg
ist der einzig reversible und kann prinzipiell dazu genutzt werden, Peroxide als Elektronenliefe-
ranten zu benutzen. Die letzte Abzweigung, die Oxidation, beinhaltet die Bildung von Wasser

aus Compound I, wobei zwei Molekiile NAD(P)H verbraucht werden.
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Abbildung 3.5: Allgemeiner Katalysemechanismus der P450 abhiingigen Hydroxylierung nach Ortiz de
Montellano [35]. Auf dem Weg zum hydroxylierten Produkt durchlauft das Ham-Eisen drei Oxidations-
stufen und es werden acht Intermediate gebildet (s. Reaktionen i-viii). Der Katalysemechanismus verlauft
iber zwei Ein-Elektronen-Reduktionen eine zweimalige Protonierung (i-vi), gefolgt von einer heterolyti-
schen Bindungsspaltung (vii) und einer abschlieenden radikalischen Rekombination (viii).
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3.2.3 Elektronentransferpartner

Der oben beschriebene Reaktionsmechanismus ist angewiesen auf die Belieferung mit Elektro-
nen durch externe Donatoren. Diese sind in der Regel NADPH bzw. NADH [35]. Nur die wenigs-
ten - sogenannten selbststindigen (engl. ,,self-sufficient) - PA50 Enzyme sind in der Lage, direkt
mit ihren externen Elektronenlieferanten zu interagieren. Der GroBteil der P450 Enzyme bezieht
seine Elektronen indirekt iiber eine Elektronentransferkette, bestehend aus ein oder zwei Trans-
ferproteinen, die die Ubertragung der Reduktionsiquivalente von NAD(P)H zum Him-Eisen
tibernehmen. Die P450 Enzymsysteme konnen anhand ihrer Elektronentransferpartner in Klas-
sen eingeteilt werden. Die meisten P450 Systeme gehoren den Klassen I und IT an. Klasse I um-
fasst die mitochondrialen und die meisten bakteriellen Enzymsysteme, in denen eine Ferredoxin-
Reduktase und ein Ferredoxin den Elektronentransport iibernehmen. Die Klasse II beinhaltet den
mikrosomalen Typ, der seine Elektronen von einer Diflavin-Cytochrom-P450-Reduktase erhilt
(s. Abb. 3.6). Insgesamt sind bisher elf verschiedene Elektronentransportsysteme, darunter auch
verschiedene Fusionsproteine bestehend aus P450 und Elektronentransferpartner, beschrieben
[36]. Bei den eukaryotischen P450 Enzymen ist die Ferredoxin- bzw. die Cytochromreduktase,
ebenso wie das Cytochrom P450 selbst membranstindig, bzw. membranassoziiert. Lediglich das
Ferredoxin der mitochondrialen P450 Enzyme liegt gelost vor. Bei den Prokaryoten sind alle

Komponenten des Enzymsystems 16slich und befinden sich im Zytosol.
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Abbildung 3.6: Cytochrom-P450 Enzymsysteme der Klassen I und II mit Elektronentransferpartnern.
Klasse I ist in Pro- und Eukaryoten vertreten, bei den Prokaryoten liegen alle drei Komponenten im Cyto-
sol vor, wihrend die mitochondrialen Proteine der Eukaryoten membranassoziiert (FdR) bzw. membran-
gebunden(P450) und nur teilweise 16slich (Fdx) sind. Das mikrosomale System der Eukaryoten enthilt
keine l6sliche Komponente.

3.2.4 Spektroskopische Eigenschaften der P450 Enzyme

Das erste P450, dessen 3D-Struktur mittels Rontgenkristallografie aufgeklirt werden konnte, war

das Campher hydroxylierende CYP101 (P450cam) aus Pseudomonas putida [37]. In der Zwi-
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schenzeit wurde die 3D-Struktur vieler weiterer P450 Enzyme aufgeklirt. Dabei zeigte sich, dass
den P450 Enzymen eine einheitliche Struktur zu Grunde liegt [34, 33]. Die gemeinsame Grund-
form der P450 Enzyme hat zur Folge, dass sie sehr dhnliche spektroskopische Eigenschaften be-
sitzen, obgleich sich ihre biochemischen Eigenschaften teils sehr stark voneinander unterschei-
den. Der Porphyrin-Chromophor, welcher den P450 Enzymen ihre charakteristisch rote Farbe
verleiht, ermdglicht Analysen mit einer Vielzahl spektroskopischer Techniken, darunter EPR-,
NMR-, MCD-, Mossbauer-, Rontgenstrahl- und Resonanz-Raman-Spektroskopie. Die Absorpti-
onspektroskopie im sichtbaren und nahen UV Bereich (UV-Vis) ist die dominierende biophysi-
kalische Charakterisierungsmethode der P450 Enzyme [38], weil die Durchfiithrung der Absorp-
tionsmessung einfach, die bendtigten Instrumente verhéltnisméfBig kostengiinstig sind und sie
auch bei geringen Konzentrationen sensitive Messergebnisse liefert.

Die Absorptionsspektren von Hamproteinen @ndern sich mit dem Oxidationszustand des Him-
Eisens, daher konnen Oxidations- bzw. Reduktionsprozesse dargestellt werden. Das namensge-
bende, spektrale Charakteristikum der P450 Enzyme ist das Absorptionsmaximum bei 450 nm
im reduzierten, CO-komplexierten Zustand [39, 40]. Dieses fiir Himproteine uniibliche Absorp-
tionsmaximum hat seinen Ursprung in der Natur des proximalen Him-Liganden, welcher durch
das Thiolat-Anion eines Cysteins gestellt wird und nicht von einem Histidin, wie es bei ande-
ren Himproteinen iiblich ist (s. Abb. 3.7) [41, 35]. Im Gegensatz dazu weist das oxidierte, nicht
komplexierte P450 das fiir b-Hamproteine typische Absorptionsmaximum bei 417 nm auf. Da
sich die P450 Enzyme in ihrer grundlegenden Form stark dhneln, ist das MaB} dieser Absorpti-
onsinderung ebenfalls fiir die meisten P450 Enzyme sehr dhnlich und kann zur Bestimmung der
Enzymkonzentration durch eine einfache Absorptionsmessung verwendet werden.

Die optische Absorptionsmessung von P450s ist auch sensitiv fiir den Spinzustand des Him-
Eisens. Ubergangsmetallione wie Fe*?, Fe*? und Co*3 besitzen im isolierten Zustand fiinf d-
Orbitale gleicher Energie (entartet). Dreiwertiges Eisen besitzt fiinf Elektronen in den oberen

Energieniveaus (3d>). Von diesen fiinf Elektronen konnen alle den gleichen Spin besitzen (alle
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Abbildung 3.7: Protoporphyrin XI im aktiven Zentrum von Cytochrom P450 Enzymen: Als fiinfte Ligan-
den des Ham-Eisens stellt ein Cysteinrest ein Thiolat-Anion (proximal zum Protein). Der sechste Ligand
(distal) ist im substratfreien Enzym ein Wassermolekiil.

fiinf d-Orbitale sind einfach besetzt) womit sich ein summarische Spin von 5/2 ergibt, in diesem
Falle spricht man von ,,Hohem Spin*“ HS (engl. ,,high-spin®). Es konnen aber auch Orbitale voll
besetzt sein und drei Elektronen einen Spin von +1/2 und zwei einen Spin von -1/2 besitzen, wo-
durch der summarischer Spin +1/2 betrigt. Diesen Zustand nennt man dementsprechend ,,niedri-
gen Spin“ LS (engl. ,Jow-spin‘). Im oktaedrischen Ubergangsmetall-Komplex, wie im Falle des
Héam-Eisens, kommt es durch die Anndherung des Liganden zu elektrostatischen AbstoBungen

der Elektronen der d-Orbitale. Die Liganden néhern sich den d2- und d,>_»- Orbitalen stérker

x*—y
an, so dass die AbstoBungseffekte dort stirker zum Tragen kommen und diese Orbitale energe-
tisch ungiinstiger werden, es kommt also zur Aufspaltung der d-Orbitale (s. Abb. 3.8). Ist die
Energiedifferenz A grofler als die Spinpaarungsenergie, liegt der Komplex im LS vor. Im okta-
edrischen Ubergangsmetallkomplex kénnen LS und HS sowie intermediire Zustinde vorliegen,

was die Katalyse spinverbotener Reaktionen, wie die Insertion eines Sauerstoffmolekiils in eine

nichtaktivierte C-H-Bindung, iiberhaupt erst ermoglicht [42, 43, 44].
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Abbildung 3.8: Aufspaltung der entarteten d-Orbitale im oktaedrischen Ligandenfeld (links): Ubergangs-
metallione besitzen 5 einfach besetzte d-Orbitale gleicher Energie (entartet). Die Anniherung eines Ligan-
den fiihrt zur Aufspaltung der Energieniveaus, das Mal} der Aufspaltung wird von der Natur des Liganden,
dem Oxidationszustands des Zentralatoms und vor allem von der Anzahl der Liganden bestimmt und hat
die Einheit Dq. Ist die Energiedifferenz zwischen den Niveaus gréBer als die Spinpaarungsenergie, verblei-
ben die Elektronen im niedrigeren Energieniveau [45]. Elektronenverteilung im ,,High-Spin* (HS) bzw.
,,Low-Spin* Zustand von Eisen(III)-Ubergangsmetallkomplexen im oktaedrischen Ligandenfeld (rechts):
Dreiwertiges Eisen besitzt fiinf Elektronen in den oberen Energieniveaus (3d°). Besitzen die fiinf Elektro-
nen den gleichen Spin (alle fiinf d-Orbitale sind einfach besetzt) ergibt sich ein summarischer Spin von
5/2, in diesem Falle spricht man von ,,Hohem Spin*“ HS (engl. ,,high-spin‘). Sind die Orbitale voll besetzt,
so besitzen drei Elektronen einen Spin von +1/2 und zwei einen Spin von -1/2 besitzen, wodurch der
summarische Spin +1/2 betrigt. Diesen Zustand nennt man dementsprechend ,,niedrigen Spin* LS (engl.

,,JOW-spin‘).

Sligar et al. zeigten 1976 am Beispiel des bakteriellen P450cam (CYP101), dass das substrat-

freie Enzym zu 94 % im LS-Zustand vorliegt [46]. Anders verhilt es sich jedoch bei Bindung

eines Substrates in das aktive Zentrum der Enzyme, wenn der sechste Ligand des Ham-Eisens

verdriangt wird. Mit der Verdringung des Liganden geht eine Konformationsdnderung einher,

der oktraedrische, sechsfach koordinierte Eisen-Komplex geht in einen fiinffachkoordinierten,

quadratisch-pyramidalen Komplex iiber. Im pyramidalen Ligandenfeld ist die Aufspaltung der

Orbitale, aufgrund der wesentlich verringerten Elektronen-Ligand-AbstoBung, wesentlich gerin-

ger als im oktaedrischen Ligandenfeld, so dass es hier ausschlieBlich die HS-Form gibt [47].

Demgegeniiber kommt es bei der Substitution des Wassers durch einen stidrkeren Liganden, bei-

spielweise Stickstoff, dazu, dass die Aufspaltung der d-Orbitale vergroBert wird, so dass der

LS-Anteil in der Enzymlosung erhoht wird.
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Beide Ereignisse, der Ubergang in den tetraedischen HS-Komplex, bzw. die Stabilisierung des
LS-Komplexes durch starke Liganden, lassen sich spektralfotometrisch untersuchen, da HS- und
LS-Eisenkomplexe unterschiedliche d-d-Ubergiinge aufweisen. HS- und LS-P450s unterschei-
den sich also signifikant in ihren Absorptionsspektren. Da die Absorption des P450 Enzyms
im HS-Zustand im Vergleich zur Gesamtabsorption oft relativ gering ist, ist die Differenzspek-
troskopie besser zur Darstellung von LS- zu HS-Ubergingen geeignet, als die Aufnahme von
absoluten Spektren [48]. Es werden grundsitzlich zwei Arten von Differenzspektren unterschie-
den: Das fiir das HS-Eisen charakteristische Typ I-Spektrum, ausgewiesen durch ein Absorpti-
onsmaximum bei 385-390 nm und dem Minimum bei 420 nm und das dem LS-Zustand eigene
Typ II-Spektrum, charakterisiert durch ein Minimum bei 420 nm und Maximum bei ca. 425 nm
(s. Abb. 3.9). Ein sogenanntes "reverses"Typ I-Spektrum, mit einem Absorptionsmaximum bei
420 nm und einem Minimum bei 390 nm kommt zustande, wenn ein hoher Anteil HS-Enzym
vorliegt und dieser durch Zugabe eines Liganden in den LS-Zustand tiberfiihrt wird [49]. Fiihrt
die Bindung eines Substrats oder eines Inhibitors nicht zu einer Anderung des Absorptionsver-
haltens, spricht man von einem Typ O-Spektrum. Diese spektralen Eigenschaften konnen zur
Identifizierung von Liganden von P450 Enzymen genutzt werden, wobei Typ II-Liganden zu-
meist als Inhibitoren fungieren wihrend die meisten Typ I-Liganden auch Substrate der Enzyme

darstellen.
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Abbildung 3.9: Schematische Darstellung der Koordination von stickstoffhaltigen Liganden (A), Wasser
(B) ans Him-Eisen bzw. die Verdringung des Wassers durch ein Substrat (C), sowie die Wellenlidngen A
der daraus resultierenden Absorptionsmaxima (nach Sono 1982 [49]).
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3.3 CYP106A2 aus Bacillus megaterium

Bacillus megaterium (B. megaterium) ist ein im Boden vorkommendes, grampositives Stdbchen,
das seit vielen Jahren in der industriellen Biotechnologie verwendet wird [50]. Es findet als Pro-
duktionsstamm fiir Penicillin G acylase, Polyhydroxybutyrat und Vitamin B, Verwendung [51].
B. megaterium, das im Englischen oft mit ,,big beast* iibersetzt wird, ist mit einem Zellvolumen
von 60 um? das groBte bekannte Bakterium und ca. hundertmal groBer als Escherichia coli (E.
coli). B. megaterium Arten konnten aus den verschiedensten Habitaten, darunter Meerwasser,
Honig, Fisch und getrocknetem Essen isoliert werden. Es ist in der Lage auf 65 verschiedenen
Kohlenstoffquellen zu wachsen, was seine Kultivierung einfach und vor allem kostengiinstig
macht. Dienen Zucker als Hauptkohlenstoffquelle, so werden diese iiber den Embden-Meyerhof-
Parnas-Weg und den Pentosephosphatweg in den Tricarbonsédurezyklus eingespeist [52, 53]. Aus
biotechnologischer Sicht entscheidend ist, dass B. megaterium einen intakten Glyoxylatweg be-
sitzt, wodurch es zur Weiterverwendung von Acetat befihigt ist. Damit wird der bei E. coli oft
beobachtete sogenannte ,,Overflow*-Metabolismus verhindert, der durch eine hohe Acetatkon-
zentration im Medium charakterisiert ist.

B. megaterium ist zudem ein ausgezeichneter Proteinexpressionsstamm. Er besitzt gegeniiber
gramnegativen Bakterien wie etwa E. coli den Vorteil, dass es nicht zur Bildung von Endotoxi-
nen beféhigt ist. Dariiber hinaus besitzt B. megaterium keine alkalinen Proteasen und ist in der
Lage, Plasmide stabil zu replizieren und diese auch ohne Selektionsdruck iiber viele Generatio-
nen zu behalten [54, 55]. Basierend auf dem 1991 von Rygus und Hillen identifizierten Promotor
Pyyia wurden verschiedene Systeme zur Xylose induzierten Expression fiir B. megaterium ent-
wickelt, die Ausbeuten bis zu von 1,25 g Protein pro Liter Kultur erméglichen. Es wurden auch
B. megaterium Stimme, wie der WH320-Stamm kreiert, in denen das CRE-Element zur katabo-
len Repression des PxylA Promotors ausgeschaltet ist, was Proteinexpression auch in Medien
mit hohem Glucoseanteil erlaubt [56, 57, 58]. Die Kultivierungsbedingungen haben dabei einen

erheblichen Einfluss auf die Produktivitidt der Proteinexpression. Fiirch et al. zeigten anhand me-

24



3.3 CYPI06AZ2 aus Bacillus megaterium 3 EINLEITUNG

tabolischer Flux-Analysen, dass die intrazellulire NADPH-Konzentration mafgeblich iiber die
verwendete Zuckerquelle gesteuert werden kann [53].

CYP106A2 aus B. megaterium ist ein losliches, 47 kD grofles Protein, bestehend aus 410
Aminosiduren, das aufgrund seiner priferentiellen Hydroxylierung von Steroiden in Position 153
auch 15B-Hydroxylase genannt wird. Die Entdeckung eines Systems zur 153-Hydroxylierung
von Steroiden mit Bacillus megaterium ATCC13368 geht zuriick auf Mc. Aleer et al. 1958 [59].
Siebzehn Jahre spiter schrieb Berg ef al. die Hydroxylaseaktivitdt einem P450 Enzym zu [60],
welches er weitere vier Jahre spiter bis zu Homogenitét reinigte und erstmals funktionell cha-
rakterisierte [61]. In seinen Arbeiten klassifiziert er das, von ihm als P450-meg bezeichnete, En-
zym als Steroid-Hydroxylase, die ausschlieBlich 3-oxo-A4-Steroide, vorwiegend in Position 1503
hydroxyliert. Spiter benennt er die Elektronentransferpartner des CYP106A2 als Megaradoxin
und Megaredoxin-Reduktase [62]. Zwar gelang Berg die teilweise Reinigung der Megaredoxin-
Reduktase, allerdings konnten beide Redoxpartner bis heute nicht kloniert werden. Rauschen-
bach et al. gelang schlieBlich die vollstindige Sequenzierung und heterologe Expression des
CYP106A2 in E. coli und B. subtilis [63, 64].

CYP106A2 lisst sich in E. coli in ausgesprochen hohen Raten (bis 1000 nmol/l Kultur) [65,
66] stabil exprimieren und kann mit einer Reihe heterologer Redoxpartner erfolgreich sowohl in
vitro, als auch in vivo rekonstituiert werden. Unter anderem mit dem bovinen Adrenodoxin (Adx)
und der Adrenodoxin-Reduktase (AdR) sowie dem aus Pseudomonas putida stammenden Puti-
daredoxin und der Putidaredoxin-Reduktase [67, 65, 61, 68]. Rauschenbach et al. zeigten, dass
in B. subtilis ebenfalls Systeme zur Elektroneniibertragung auf CYP106A?2 vorhanden sind [63].
Der Beweis hierfiir wurde indirekt mittels messbarer Hydroxylierungsaktivit von CYP106A2
nach Expression in B. subtilis ohne Zugabe externer Elektronentransferproteine erbracht. Auch
das cyanobakterielle Anabaena 7119 Ferredoxin zusammen mit der entsprechenden Ferredoxin-
NADP-Reduktase der Photosynthese konnten CYP106A?2 erfolgreich bei der Hydroxylierung

assistieren, wobel interessanterweise die Hydroxylaseaktvitét auch iiber das Anabaena Flavodo-
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xin getriggert werden kann. Eine Reduktion durch die aus der Klasse II stammenden CPR wurde
bisher nicht nachgewiesen. Am besten charakterisiert und auch am erfolgreichsten eingesetzt ist
das bovine System aus AdR und Adx unter Verwendung einer verkiirzten Form des des Adx, ndam-
lich Adx4.10g. Die verkiirzte Form besitzt ein niedrigeres Redoxpotential als das Wildtyp-Protein,
wodurch es besser in der Lage ist, die Reduktion des CYP106A2 zu iibernehmen, welches selbst
ein stark negatives Redoxpotential (EY =-128 mV) besitzt [69].

CYPI06A2 vermag eine ganze Reihe biotechnologisch interessanter Substrate stereoselektiv
zu hydroxylieren. Die ersten ausfiihrlichen Untersuchungen zum Substratspektrum wurden von
Berg et al. durchgefiihrt. Die meisten seiner beschriebenen Substrate sind 3-oxo-A-4-Steroide.
Zudem sind bis auf die N-Demethylierung des Antidepressivums Imipramin, bisher ausschliel3-
lich Hydroxylierungsreaktionen von CYP106A2 bekannt. Die wichtigsten Steroidsubstrate sind
in Abb. 3.10 aufgefiihrt. Darunter Progesteron, Androstendion, Desoxycorticosteron, Choleste-
non und 11-Desoxycortisol. Die Reaktion dieser Substrate mit CYP106A2 fiihrt, wie bereits
erwihnt, zur 158-hydroxylierten Spezies als Haupt- oder alleiniges Reaktionsprodukt. Die Ne-
benproduktbildung ist vor allem fiir die Reaktion von CYP106A2 mit Progesteron intensiv unter-
sucht worden insbesondere, weil hydroxylierte Progesteronderivate als Arzneimittel, vor allem
als Kontrazeptiva und in der Hormonersatztherapie, Anwendung finden. Neben 153-Hydroxy-
progesteron wurden noch 63, 9 und 11a hydroxylierte Progesteronderivate identifiziert. Durch
Kombination von gerichteter Evolution und rationalem Proteindesign konnte die Selektivitit
der Progesteronreaktion mit CYP106A2 von 158 in Richtung 11 gedndert werden [70]. 11a-
Hydroxyprogesteron ist ein besonders interessantes Reaktionsprodukt, weil es sich als potenter
Inhibitor der 113-Hydroxysteroiddehydrogenase in vitro und in vivo erwiesen hat [71, 72]. Bei
langerer Reaktionszeit, treten vermehrt auch polyhydroxylierte Progesteronspezies in Erschei-
nung [73]. Die genaue Stellung der Hydroxygruppen in den polyhydroxylierten Spezies ist al-
lerdings nicht bekannt. Fiir die Herstellung von Progesteronderivaten wurde fiir CYP106A2 ein

E.colibasiertes Ganzzellsystem entwickelt, das nach Erweiterung um ein NADPH-Regenerations-
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system effizient zur Herstellung hydroxylierter Steroide eingesetzt werden kann. Dabei stellten
Zehentgruber et al. fest, dass das System hauptséichlich durch die Substratverfiigbarkeit limitiert
wird. Dieses Problem konnten sie erfolgreich umgehen, indem sie lyophilisierte Rohextrakte im
repetitiven Satzreaktor verwendeten [74]. Bleif umging das Problem der Bioverfiigbarkeit durch
Wechsel vom gramnegativen E. coli zum grampositiven B. megaterium. Dieser Wechsel ermog-
lichte die Umsetzung der Diterpensidure Abietinsidure in biotechnologisch relevantem Mafstab,
ohne dass die Zellen zuvor permeabilisiert werden mussten [75]. Dariiberhinaus konnte Bleif im
Zuge ihrer Doktorarbeit weitere hochinteressante Terpensduren (18 3-Glycyrrhitinsdure, Oleanol-
sdure und Ursolsdure) als Substrate fiir CYP106A?2 identifizieren. Diese Erkenntnisse ermutigten
uns, eine 502 Substanzen umfassende Naturstoffbibliothek (Biomol) zur Screenen und zusam-

men mit einer rationalen Substratsuche weitere bioaktive Naturstoffe zu identifizieren, die durch

CYP106A2 hydroxyliert werden.
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4.R=0,R,=H

1. R=0H,R,=H 5.R;=0, R,=0OH 8. Ri=H, R,=H
2.R4=0H, R, = CH3 6.R,=0OH(a),R,=H 9. Ri=H, R,=OH
3.R=0, Ry=H 7.R;=0H(B),R,=H 10.R,=OH, R, = H

14. 15.

Abbildung 3.10: Bekannte Steroidsubstrate von CYP106A2: 1. Testosteron, 2. 17-Methyltestosteron,
3. Androstendion, 4. Progesteron, 5. 17-Hydroxyprogesteron, 6. 4-Pregnen-20¢-ol-3on, 7. 4-Pregnen-
20f3-0l-3-on, 8. Desoxycorticosteron, 9. Corticosteron, 10. Reichstein Substanz S, 11. Ethisteron, 12.
4-Pregnen-17a,20,21-triol-3-on, 13. Spironolacton, 14. 6-Fluor-16-methyldesoxycorticosteron, 15. Me-
lengestrolacetat [60, 64, 73, 76, 65, 66, 77, 78].
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3.4 Zielstellung

Naturstoffe besitzen eine unermessliche strukturelle Vielfalt, die sie zu einer wertvollen Resource
zur Entwicklung neuer Arzneimittel macht. Jedoch werden Naturstoffe zumeist nicht direkt als
Medikament eingesetzt, vielmehr dienen sie als sogenannte Leitstrukturen bei der Arzneimittel-
herstellung. Enzymatische Katalysen spielen hierfiir als Alternative zur klassischen chemischen
Synthese eine immer groBere Rolle. Die P450 Enzymfamilie riickt dabei aufgrund ihrer reaktiven
Vielfalt und ihres biotechnologischen Potentials zunehmend in den Fokus des wissenschaftlichen
Interesses. Jedoch steht die Suche nach neuen Substraten dem Einsatz dieser Enzyme als Biokata-
lysator voran. Diese gestaltet sich fiir P450 Enzyme besonders schwierig, weil die von ihnen um-
gesetzten Substanzen ein unermessliches Spektrum, von einfachen Kohlenwasserstoffen bis hin
zu komplexen Polyketiden, umspannen. Chromatographische Verfahren, an die massenspektro-
metrische Analysen gekoppelt sind, wurden bereits zum Screening fiir P450 Substrate etabliert,
ihre Anwendung ist allerdings kosten- und zeitintensiv und nur fiir spezialisierte Screeninglabore
realisierbar. Eine breite Grundlagenforschung erfordert einfachere, kostengiinstigere Screening-
methoden. Deshalb war das Hauptanliegen dieser Arbeit die Etablierung eines Screeningsystems
fiir P450 Enzyme, mit dem unabhingig von der Natur der Testsubstanzen komplexe Naturstoft-
bibliotheken nach neuen Substraten durchsucht werden konnen. Die Screeningmethode sollte
auf einer einfachen Absorptionsmessung im Mikrotiterplattenmal3stab beruhen. Die Reaktions-
produkte sollten im Ganzzellumsatz hergestellt und mittels NMR-Analysen identifiziert werden.
Dariiber hinaus sollten der Ganzzellumsatz mit B. megaterium ATCC13368 mit den neuen Sub-
straten unter biotechnologischen Gesichtspunkten charakterisiert und optimiert werden. Erste
Untersuchungen hinsichtlich der Wirksamkeit neuer Produkte sollten mit in vitro Zytotoxizitéts-

tests an zwei Sdugerzelllinien erfolgen.
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4 Material und Methoden

4.1 Materialien
4.1.1 Chemikalien und Losemittel

Alle verwendeten Chemikalien wurden, soweit nicht anders erwihnt, von Standardquellen bezo-
gen und waren von analytischer Reinheit. Die fiir die DC und Kieselgel-Saulenchromatographie
verwendeten Losemittel waren HPLC-grade. Zur HPLC Analyse wurden HPLC-grade bzw. gradient-

grade Losemittel benutzt.

4.1.2 Bakterienstimme und Plasmide

Die heterologe Expression des Cytochrom P450 CYP106A2 erfolgte in E. coli IM109 Zellen un-
ter Verwendung des Expressionsplasmids pKKHCmeg modifizierten Protokoll nach Simgen et.
al [68]. Fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten Biokatalysen wurden Bacillus megaterium Bak-
terienzellen benutzt. Zur Untersuchung CYP106A2-abhéngiger Reaktionen diente der Stamm B.
megaterium ATCC13368, der endogen das CYP106A2 codiert und das Enzym in der stationdren
Phase exprimiert. Als Kontrolle wurde ein Acypl06a2 ko-Stamm verwendet. Beide Stimme im
Folgenden als wt- und ko-Stamm (Wildtyp und knockout) bezeichnet, wurden freundlicherweise
von Dr. R. Rauschenbach zur Verfiigung gestellt [63]. Zur Optimierung von Substratumsetzun-
gen in B. megaterium wurde dariiber hinaus der Stamm MS941 eingesetzt [79]. Dieser Expres-
sionsstamm wurde bereits von Dr. S. Bleif mit dem Plasmid pSMF2.1-CAA transformiert. Die-
ses codiert fiir CYP106A2 sowie die bovine Adrenodoxinreduktase und das bovine, verkiirzte
Adrenodoxin;.jog und ermdglicht somit die Xylose-induzierte Uberexpression aller drei Proteine

[80].
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Tabelle 4.1: Expressionsplasmide

Vektor

Beschreibung GroBe [kb] Referenz

pKKHCmeg

pSMF2.1CAA

Expressionsvektor 2,8 Hannemann 2006 [81]
PTrc, MCS enthilt u.a.

Nco I und Hind III

Erkennungssequenz,

Ampr, pPBR322 ori und

cypl06a2

Expressionsvektor 7,76 Bleif 2011 [80]
(tricistronisch) fiir

CYP106A2, bovine

AdR und bovines

AdX]_]()g Apr, Tcr*

Tabelle 4.2: Ubersicht iiber die verwendeten Bakterienstimme

Stamm

Genotyp Referenz

IM109

ATCC13368
ATCC12269
MS941

endAl recAl gyrA96 thi Yanish-Perron 1985[82]
hsdR17 (r- mk +) relAl supE44

O(lac-proAB) [F’ traD36 proAB

lacl?Z AM15 ]

Wildtyp (Genom nicht bekannt) Rauschenbach 1993[63]
Acypl106a?2 (ko) Rauschenbach 1993 [63]
DSM319 AnprM Wittchen und Meinhardt 1995[83]
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4.2 Methoden
4.2.1 Molekularbiologische Methoden

4.2.1.1 Anfertigung von Kryokulturen Zur Aufbewahrung von E. coli bzw. B. megaterium
Zellen wurden 200 pl Kultur mit gleichem Volumen sterilem Glyzerin versetzt und in fliissigem
Stickstoff schockgefrostet. Die Aufbewahrung der Zellen erfolgte bei -80 °C bis zur Weiterver-

wendung.

4.2.1.2 Herstellung kompetenter Zellen und Transformation von Plasmid-DNA Die Her-
stellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach einem abgewandelten Protokoll von
Sambrook et al.. Die zur Expression von CYP106A2 verwendeten JM109-Bakterienzellen wur-
den aus einer frischen Ubernachtkultur in 400 ml LB-Medium iiberfiihrt (1:1000) und bis zu
einer ODggp 1 bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
4500 g geerntet und in eiskaltem Transferpuffer 1 (TFP I s. Tab. 4.3) resuspendiert. Die Zellen
wurden dann 60 min auf Eis inkubiert und anschlieBend erneut zentrifugiert. Die geernteten Zel-
len wurden erneut, diesmal in 2 ml Transferpuffer 2 (TFP II s. Tab. 4.3), resuspendiert, zu 100 ul
aliquotiert und mit fliisssigem Stickstoff schockgefrostet. Die Lagerung der Zellen erfolgte bis
zu ihrer Verarbeitung bei -80 °C. Die Bestimmung der Kompetenz erfolgte durch Transformati-
on von 50 ul Zellen mit 0,25 ng PUC19 Plasmid-DNA. Aliquots des Transformationsansatzes
wurden auf NB*™P-Agarplatten (Ampicillin 100 ptg/ml) ausgestrichen und somit die Fahigkeit
zur Aufnahme von Plasmid-DNA bestimmt. Durch Ausstreichen nicht transformierter Zellen auf

NB*"P-Agarplatten wurden die Zellen auf mogliche Kontaminationen iiberpriift.
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Tabelle 4.3: Puffer zur Herstellung chemisch-kompetenter E. coli-Zellen (sterilfiltriert, Lagerung 4 °C)

TFP I

Losung Stocklosung Menge
CH;COOK IM 3 ml
KCl IM 10 ml
CaCl, IM 1 ml
MnCl, 1M 5ml
Glyzerin reinst. 12 ml

ad 100 ml H,O (dd)

TFP II

Losung Stocklosung  Menge
MOPS 02M 3ml
KCl IM 0,2 ml
CaCl, IM 1,5 ml
Glyzerin reinst. 2.4 ml
ad 20 ml H,O (dd)

Die Transformation der E. coli-Zellen erfolgte mittels Hitzeschock bei 42 °C fiir 90 Sekunden
im Wasserbad. 50 ul Zellen wurden zusammen mit ca. 50 ng Plasmid-DNA versetzt, auf Eis
aufgetaut und anschliefend dem Hitzeschock unterzogen. Unmittelbar nach der Hitzebehandlung
wurden die Zellen fiir 10 min eisgekiihlt. Dann wurden 500 ul 37 °C warmes SOC-Medium (In
einem Liter: Hefeextrakt 5 g, Trypton 20 g, NaCl 10 mM, KCl1 2,5 mM , MgCl, 10 mM, MgSOq4
10 mM, Glucose 20 mM, ad. 1 1 HyOgeg) zu den Zellen gegeben und eine Erholungsphase von

45 min bei 37 °C und moderatem Schiitteln angeschlossen.
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4.2.1.3 Plasmidisolierung Die Isolierung von Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des Nucleo

Spin® Plasmid-Priparationskits nach den Angaben des Herstellers.

4.2.2 Kultivierung der Bakterien

4.2.2.1 E. coli Die Anzucht von E. coli-Bakterienzellen erfolgte mit komplexen Fliissig- bzw.
Festmedien (LB bzw. NB-Agar, BD, Difco), die nach den Angaben der Hersteller angesetzt wur-
den. E. coli wurde bei 37 °C und 190 upm in Erlenmeyerkolben angezogen. Die Bebriitung der
Agarplatten erfolgte ebenfalls bei 37 °C. Mit Kolonien bewachsene Platten wurden max. 14 Tage

bei 4 °C gelagert.

4.2.2.2 B. megaterium Die Anzucht von B. megaterium erfolgte in fliissigem Komplexmedi-
um, supplementiert mit 5 ml Glyzerin und einem pH von 7,4 eingestellt mit 10 x Kaliumphos-
phatpuffer (KPP). Das Medium war aus 25 g Hefeextrakt (BD, USA), 12 g Soyton (BD, USA),
5 ml Glyzerin (reinst), 2,31 g KH,PO4 und 12,54 g K,HPO, zusammengesetzt. Bacillus me-
gaterium-Zellen wurden zur besseren Beliiftung ausschlieBlich in mit Schikane versehenen Er-
lenmeyerkolben bei 150 upm und 30 °C kultiviert. Die Kultivierung der Kulturen, die zur Bio-
katalyse verwendet wurden, erfolgte, sofern nicht anders angegeben, fiir 16 h. Die Herstellung
von Ubernachtkulturen erfolgte durch Inokulation von 50 ml Medium mit 500 pl Kryokultur.
Die Selektion des Acyp106a2 knockout-Stammes (ko), bzw. des mit dem Expressionsplasmid
pSMF2.1-CAA transformierten MS941-Stammes (CAA), erfolgte durch Zugabe von 10 pg/ml

Tetracyclin.

4.2.2.3 Wachstumskurve B. megaterium Wachstumskurven von B. megaterium-Zellen wur-
den in dieser Arbeit verwendet, um potentiell schidliche Einfliisse von Dipterocarpol, DHEA
und Pregnenolon, zu untersuchen. Dazu wurden je 50 ml Soyton-Komplexmedium mit 500 ul

einer frischen Ubernachtkultur beimpft und wie gewohnt kultiviert. Die Kulturen wurden zu ver-
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schiedenen Zeitpunkten (0, 2, 4, 8, 12, 16, 24 h) beprobt und die OD bei 578 nm (OD57g), gegen
steriles Medium als Kontrolle, im Zweistrahlfotometer (V-650 Jasco) bestimmt. Der Einfluss der
CYP106A2 Substrate auf das Zellwachstum wurde untersucht, indem den Kulturen nach 4 h
(Ende der anfinglichen Lag-Phase) je 250 uM Substrat zugegeben wurde. Einer Kultur, die als
Kontrolle diente, wurde lediglich das Losungsmittel Ethanol in gleicher Menge (2,5 ml), zugege-

ben.

4.2.3 Heterologe Proteinexpression

4.2.3.1 Expression von CYP106A2 in E.coli Das pKKHCmeg Expressionsplasmid, welches
fir CYP106A2 codiert, wurde in E. coli-JM109-Zellen transformiert und 100 ul transformierte
Zellen auf LB-Nihragar (versehen mit 10 mg/ml Ampicillin) ausgestrichen und bei 37 °C 24 h
bebriitet. LB-Vorkulturen (50 ml in 100 ml Erlenmeyerkolben) wurden dann mit je einem ein-
zelnen Klon der Platte beimpft (LB-Fliissigkultur mit 10 mg/ml Ampicillin) und erneut 24 h bei
37 °C und 190 upm inkubiert. 10 ml der Vorkultur wurden verwendet, um eine 1 1 Hauptkultur in
einem 2 | Erlenmeyerkolben zu inokulieren. Die Hauptkultur wurde bei 37 °C und 190 upm bis zu
einer ODggp von 1 wachsen gelassen. Die Induktion der Expression erfolgte anschlieBend durch
Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 mM). Zudem wurde den Kulturen die Him-Vorstufe J-
Aminoldvulinsdure zugegeben (Endkonzentration 0,5 mM). Die Proteinexpression erfolgte bei
30 °C und 190 upm. Nach 48 h wurden die Zellen durch Zentrifugation geerntet (4500 g, 15 min,

4 °C) und bei -20 °C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

4.2.3.2 Expression von CYP106A2, AdR und Adx in B. megaterium MS941 Zur Expressi-
on von CYP106A2, AdR und Adx in B. megaterium wurde der Expressionsstamm MS941 ver-
wendet. Mit dem Expressionsplamsid pSMF2.1_CAA transformierte Zellen wurden als Kryokul-
tur freundlicherweise von Dr. S. Bleif zur Verfiigung gestellt. Die Expression erfolgte nach dem

von ihr etablierten Protokoll unter folgenden Bedingungen: 50 ml Soyton-Komplexmedium (mit
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10 mg/ml Tetracyclin) wurden mit 500 u1 einer frischen 16 h-Kultur beimpft und bei 30 °C bis zu
einer ODs7g von 0,4 angezogen. Die Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von 0,5 %
(w/v) Xylose (in H,O, sterilfiltriert). Die Expression fand bei 30 °C fiir 24 h statt. Als Kontrolle
wurde stets der nicht transformierte Stamm MS941 mitgefiihrt. Die Expression der drei Proteine
wurden im Rahmen der Doktorarbeit von Fr. Dr. Bleif untersucht. Im Rahmen der hier vorlie-
genden Arbeit wurde lediglich die Uberexpression des P450 durch CO-Differenzspektroskopie
tiberpriift. Auf Anwesenheit des vollstandigen P450-Enzymsystems wurde durch vorhandensein

der Enzymaktivitit geschlossen.

4.2.4 Reinigung von CYP106A2 aus E. coli

Zur Reinigung von CYP106A2 wurde 1 1 Expressionskultur entweder frisch geerntet bzw. ein
bei -20 °C gelagertes Pellet bei Raumtemperatur aufgetaut. Geerntete Bakterien aus 1 1 Kultur
wurden in 100 ml Lysepuffer (20 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA, 20 mM NaCl, 0,1 mM DTE, pH
8,0) resuspendiert und tropfenweise mit dem Serienproteaseinhibitor PMSF (100 mM, gel6st in
Isopropanol) bis zu einer Endkonzentration von 1 mM versetzt. Der Zellaufschluss erfolgte durch
Ultrasonifikation (Sonotrodentyp 1), mit einer Amplitude von 25 pum, einer Pulsdauer von 30 s,
Ratio 1 fiir 20 min auf Eis.

Die Reinigung von CYP106A2 erfolgte nach einem modifizierten Protokoll nach Simgen et
al. iiber drei Sidulen (s. u.) [68]. Die aufgeschlossenen Zellen wurden 35 min bei 4° C und
35000 g (Ultrazentrifuge im Vakuum) zentrifugiert und der rotliche Uberstand weiterverwendet.
Der Uberstand wurde mit 20 ml Saulenpuffer A (20 mM Tris/Cl, 1 mM EDTA, 20 mM NacCl,
0,1 mM DTE) verdiinnt und auf eine dquilibrierte SOURCE-30Q Anionenaustauschersidule ge-
laden (Flussrate 1,5 ml/min). AnschlieBend wurde die Sdule mit Sdulenpuffer A (2x Siulenvo-
lumen) gewaschen. Die Elution von CYP106A2 erfolgte mit steigender Menge Sédulenpuffer B
(20 mM Tris/CL, 0,1 mM DTE, 0,4 M NaCl) unter Verwendung des in Tabelle 4.4 aufgefiihrten

Gradienten.
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Tabelle 4.4: Gradient zur Elution von CYP106A2 von SOURCE-30Q

Volumen  Anteil Puffer B (v/v)

0-20 ml 0 %
20-100 ml 20 %
100-150 ml 50 %
150-200 ml 79 %
200-250 ml 100 %

Die erhaltenen Fraktionen wurden spektralfotometrisch vermessen (200 - 700 nm) und Frak-
tionen mit einen Reinheitsindex (Q-wert A417/A3g50) iiber 0,6 vereinigt. Die Enzymlésung wurde
anschlieBend mittels Centriprep-YM30-Zentrifugationsfiltern auf 1-2 ml konzentriert und auf ei-
ne Hiload 16/60 Superdex 75 prep-grade Gelfiltrationssidule aufgetragen. Die GréBenausschluss-
chromatrografie wurde dann mit 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,4 (0,1 mM DTE, 0,1 mM
EDTA) bei einer Flussrate von 0,3 ml in der Minute, durchgefiihrt. Die roten Fraktionen wurden
erneut fotometrisch vermessen und diejenigen mit einem Q-Wert iiber 1 vereinigt. Die vereinig-
ten Fraktionen wurden mit destilliertem Wasser fiinffach verdiinnt auf eine, mit Sdulenpuffer C
(10 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0,1 mM DTE, 0,1 mM EDTA) dquilibrierte, Hydroxylapapatit-
Saule geladen (Flussrate 1,5 ml/min). Zum Entfernen unspezifisch gebundener Proteine wurde
die Sdule mit Sdulenpuffer C (3x Sdulenvolumen) gewaschen. Die Elution des CYP106A2 er-
folgte mittels stufenweiser Erhohung der Phosphatkonzentration durch Beimischung von Séulen-
puffer D (100 mM Kaliumphosphat, pH 7,4, 0,1 mM DTE, 0,1 mM EDTA) nach dem in Tabelle

4.5 angegebenen Gradienten.
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Tabelle 4.5: Gradient zur Elution von CYP106A2 von Hydroxylapatit-Sédule

Volumen  Anteil Puffer C (v/v)

0-30 ml 0 %
30-180ml 40 %
180-250 ml 80 %
250-300 ml 100 %

Die P450-haltigen Fraktionen mit dem hochsten Reinheitsindex (Q-Wert zwischen 1,5 und
1,7) wurden erneut vereinigt und der P450-Gehalt bestimmt. Die Proteinlosung wurde schlieBlich
auf 2-3 ml konzentriert, so dass die Enzymkonzentration durchschnittlich 300 uM betrug. Zur

Aufbewahrung wurde das gereinigte CYP106A2 zu 200 ul aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

4.2.5 UV/Vis-Spektroskopie

Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren erfolgte an Zweistrahlfotometern (Shimadzu UV2101PC
(Kyoto, Japan), JASCO V-600 (Gross-Ulmstadt, Deutschland)). Die Aufnahme der Spektren er-
folgte, sofern nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur unter Verwendung einer Proben- und
einer Referenzkiivette. Die aufgenommen Spektren wurde mit der Origin 7.5 pro bzw. Origin 8.6

pro sowie der JASCO-Spektra-Analysis Software ausgewertet.

4.2.5.1 CO-Differenzspektroskopie Zur Bestimmung der P450-Konzentration wurde die CO-
Differenzspektroskopie angewandt. Wie bereits von Omura und Sato beschrieben, besitzen die
Cytochrome P450 im reduzierten, CO-komplexierten Zustand das namensgebende Absorptions-
maximum bei 450 nm [40]. Zur Konzentrationsbestimmung wurde ein Aliquot gereinigtes En-
zym mit Kaliumphosphatpuffer (50 mM, pH 7,4) 200-fach verdiinnt, reduziert und auf zwei
Quarz-Kiivetten (Hellma QS-Prizisionskiivette aus Quarzglas SUPRASIL, 115B-QS 10 mm)

verteilt. Die Reduktion des CYP106A2 erfolgte durch Zugabe einer kleinen Spatelspitze Natrium-
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dithionit direkt zur Proteinlosung. Nach Durchfiihrung der Basislinienkorrektur (400 - 500 nm)
wurde die Probenkiivette mit 30 Blidschen Kohlenstoffmonoxid (CO) begast und ein Spektrum
(400 - 500 nm) gemessen. Aus dem sich ergebenden Differenzspektrum wurde die P450-Konzentration

nach folgender Formel errechnet:

AA450-490 X Verdiinnungsfaktor

c(P450) = o

2)

¢(P450) = Konzentration P450 in mM
AAy450.490 = Differenz der Absorbtionen bei 450 bzw. 490 nm

€ = molarer Extinktionskoeffizient (91 mM™! x cm™!)

d = Schichtdicke

4.2.5.2 Differenzspektroskopie zur Bestimmung der Bindungsaffinitit Zur Charakterisie-
rung der Affinitit von Typ I[-Substraten an CYP106A2 wurde die Differenzspektroskopie an-
gewandt. Soweit nicht anders angegeben wurden alle Differenzpektren mit 10 uM Enzym in
50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Zur Ermittlung der
Bindungskonstanten wurden Tandemkiivetten verwendet. Tandemkiivetten besitzen zwei Kaviti-
ten, im Folgenden als R1 und R2 fiir die Kavititen der Refernzkiivette sowie P1 und P2, fiir die
Kavititen der Probenkiivette bezeichnet. Die Kavitidten R1 und P1 wurden je mit 800 ul Enzym-
l6sung (5 uM CYP106A2 in 50 mM KPP pH 7,4) und die Kavitidten R2 und P2 mit Puffer (P2,
R2) beschickt und eine Basislinienkorrektur (300 - 500 nm) durchgefiihrt. Zur Bestimmung der
Dissoziationskonstanten wurde der P450-Ligand in 0,4 ul Schritten aus 1 bzw. 5 mM DMSO-
Stocklosungen titriert. Die Zugabe erfolgte sowohl zur Enzymlosung der Probenkiivette (P1)
als auch in die Pufferlosung der Referenzkiivette (R2). Der Zugabe folgte eine Durchmischung
der Proben mit der Pipette. AnschlieBend wurden die Proben 2 min vor Aufnahme der Spek-
tren inkubiert. Die Zugabe erfolgte bis das substratinduzierte Absorbtionsmaximum bei 388 nm

nicht mehr anstieg (Substratséttigung). Die Berechnung der Dissoziationskonstanten Kp erfolgte
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durch Auftragen der Differenz aus Maxima und Minima der Bindespektren AA (Asgg - A417)

tiber die eingesetzte Substratkonzentration und anschlieende hyperbolische Regression.

A380—417max - [S]
Kp + [S]

3)

A380-417 =

4.2.6 Untersuchung von Subsratumsetzungen mittels in vitro Rekonstitution

Cytochrom P450-abhingige in vitro Substratumsetzungen wurden, sofern nicht anders angege-
ben, in 50 mM HEPES (0,05 % Tween 20, pH 7,4) bei 30 °C und 750 upm fiir 20 min durch-
gefiihrt. Die Reaktionsansitze bestanden aus dem P450-System (0,25 uM Cytochrom, 0,5 uM
AdR, 10 uM Adx), einem NADPH-regenerierenden System (5 mM Glucose-6-phosphat, 1 mM
MgCl,, 1 U Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase) sowie 50 uM Substrat. Die Ansitze wurden
auf 30 °C erwédrmt und die Reaktion durch Zugabe von ebenfalls 30 °C warmem NADPH (End-
konzentration 100 uM) gestartet und nach Ablauf der Reaktionszeit durch Zugabe von 500 ul
Ethylacetat gestoppt. Nach kréiftigem Durchmischen (1 min Vortex) und anschlieBender Zentrifu-
gation bei 10000 g fiir 10 min wurden die organischen Phasen entnommen und der Extraktions-
schritt anschlieBend nochmal wiederholt. Die erhaltenen organischen Phasen wurden vereinigt
und in der Speed Vac getrocknet. Proben, die nicht am gleichen Tag weiterverarbeitet wurden,
wurden bei -20 °C gelagert. Zur Identifizierung neuer CYP106A2-Substrate wurden die Reak-
tionen standardméfig mit 50 bzw. 100 uM Substrat durchgefiihrt. Als Negativkontrolle dienten

Umsetzungen ohne NADPH.

4.2.6.1 Michealis-Menten Kinetik der in vifro-Reaktionen Zur Charakterisierung der in vi-
tro Reaktionen von DHEA und Dipterocarpol wurden Michealis-Menten-Kinetiken erstellt. Da-
zu wurden Reaktionen mit steigenden Konzentrationen der Substrate DHEA (0-400 uM) und
Dipterocarpol (0-300 uM) durchgefiihrt. Die Reaktionszeit betrug in allen Fillen 2 min, da-

mit die maximale Umsatzrate unter 20 % (steady-state Annahme bei Substratiiberschuss) lag.
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Die apparenten kinetischen Parameter der Reaktion wurden durch HPLC-Analysen der DHEA-
Umsetzungen bzw. DC-Analysen der Dipterocarpol-Umsetzungen und Integration der Peakfli-
chen bzw. Spotintensititen ermittelt. Die Michaelis-Konstane Ky; und die maximale Reaktions-

geschwindigkeit viax wurden durch hyperbolische Regression des erhaltenen Plots bestimmt.

Vmax * [S ]

=K 15 @

\%

4.2.7 Screening der Biomol-Naturstoffbibliothek

4.2.7.1 Naturstoffbiliothek: Herstellung der Screeningplatten Zur Identifizierung neuer Sub-
strate fiir CYP106A2 wurde die 502 Substanzen umfassende Naturstoffbank von Biomol inter-
national (Enzo Life Sciences, Farmindayle, USA) verwendet. Die Biomol-Naturstoftbibliothek
enthilt von jeder Substanz 1 mg, gelost in 500 ul DMSO. Zur Durchfithrung des Screenings
wurden zunéchst Stocklosungen der Substanzen hergestellt. Dazu wurden jeweils 1 mM DMSO-
Losungen in losemittelbestindigen, schwarzen Polystyrolplatten (Nunc F96 Microwell™ Plat-
ten, Thermo Electron LED GmbH, Langenselbold, Deutschland) angesetzt. Diese Arbeitsplatten
wurden mit Aluminiumfolie abgedichtet und bei -20 °C gelagert. Die Naturstoffbibliothek selbst

wurde bei -80 °C aufbewahrt.

4.2.7.2 NADPH-Verbrauch als Screeningmethode Die Messung des NADPH-Verbrauchs
wihrend der P450-Reaktion wurde fotometrisch verfolgt. Dazu wurden die Umsetzungen di-
rekt in Halbmikroquarzkiivetten in einem auf 30 °C temperierten Kiivettenschlitten durchge-
fiihrt. Das P450-Enzymsystem wurde mit AdR, Adx und CYP106A2 rekonstituiert (s. unten),
das Reaktionsvolumen betrug 500 ul. Die Ansidtze wurden mit verschiedenen Substratkonzen-
trationen versetzt und auf 30 °C fiir 10 min vorgewidrmt. Die Enzymreaktion wurde durch Zu-
gabe von 100 uM, ebenfalls 30 °C warmem NADPH (1 mM Stock im Umsatzpuffer) gestartet

und die Absorptionsidnderung bei 340 nm fiir 5 min verfolgt. Um den NADPH-Verbrauch zur
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Identifikation neuer CYP106A2-Substrate verwenden zu konnen, wurde der substratabhéingige
NADPH-Verbrauch in 96-well Platten untersucht. Es wurden transparente PureGrade 96-well ft
Platten (pureGradeTM, Brand GmbH + CO KG, Wertheim, Deutschland) verwendet. Das P450-
Enzymsystem wurde wie beschrieben rekonstituiert (s. Abschnitt 4.2.6), das Reaktionsvolumen
in den Platten betrug 250 ul. Zur Ermittlung der optimalen Screening-Bedingungen wurden
Substratkonzentrationen von 50 bis 400 uM getestet. Die Reaktionsansédtze wurden auf 30 °C
erwidrmt und die Reaktion durch Zugabe von, im Reaktionspuffer gelosten, ebenfalls 30 °C war-
mem, NADPH (100 uM, aus 1 mM Stock) gestartet. Die Absorptionsinderung wurde bei 340 nm
fiir 15 min verfolgt. Die NADPH-Abnahme wurde mit dem Tecan GENios Plattenreader (GMI
Inc, Minnesota USA) vermessen, die Readertemperatur wurde 30 min vor Versuchsbeginn auf
30 °C eingestellt und die Platten wurden zwischen den Messungen 45 s geschiittelt (genaue Ein-

stellungen des Plattenreaders s. Tab 4.6).

Tabelle 4.6: XFluor4Safire II Einstellungen zum Anwenden des NADPH-Verbrauchs als Screeningsme-
thode in 96-well Mikrotiterplatten

NADPH Verbrauchsassay: Reader Einstellungen

Measurement Mode: Absorbance
Measurement wavelength: 340 nm
Number of flashes: 50
Plate definition file: NUNO6ftp.pdf
Number of kinetic cycles: 16 bzw. 31
Kinetik interval: 60 bzw. 120 s
Valid temperature range: 30-37 °C
Shake duration between cycles (Orbital low): 45's
Target temperature: 30 °C
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4.2.7.3 Differenzspektroskopie als Screeningmethode Die Differenzspektroskopie wurde zur
Verwendung als Screeningmethode in 96-well ft Mikrotiterplatten (pureGrade ™, Brand GmBH
+ Co KG, Wertheim, Deutschland) durchgefiihrt. Das Screening wurde mit 250 ul 5 uM En-
zymlosung in 50 mM KPP durchgefiihrt. Zunédchst wurde die Enzymlosung vorgelegt und das
substratfreie Spektrum von 300 - 500 nm gemessen. AnschlieBend wurden 5 uM Testsubstanz
(1,25 ul, DMSO = 0,5 %) zugegeben. Danach wurden die Platten bei Raumtemperatur 15 min
inkubiert bevor schlieBlich die Bindespektren aufgenommen wurden. Die Differenzspektren wur-
den durch Subtraktion der substratfreien Spektren von den Bindesprektren (Microsoft Excell
2003, Microsoft Corporation, Redmond, USA) erhalten. Die eingestellten Parameter des Tecan-

Saphire Plattenlesegerites sind in Tabelle 4.7 aufgefiihrt.

Tabelle 4.7: XFluor4Safire Il Einstellungen zum Anwenden der Differenzspektroskopie als Screenings-
methode in 96-well Mikrotiterplatten

Differenzspektroskopie als Screeningmethode: Reader Einstellungen

Measurement Mode: Absorbance
Wavelength scan type: Absorbance
Wavelength start: 300 nm
Wavelength end: 500 nm
Scan number: 21
Wavelength step size: 10 nm
Number of reads: 100
Plate definition file: NUNO96ft.pdf
Target Temperature: 25 °C

4.2.8 Ganzzellkatalyse

Um zu iiberpriifen, ob die CYP106A2-Substrate in vivo von B. megaterium ATCC13368 umge-

setzt werden, wurden 50 ml mit 500 ul einer B. megaterium Kryokultur beimpft und 24 h bei
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30 °C un 150 rpm kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurden erneut 50 ml Kultur (in 300 ml Erlen-
meyerkolben mit Schikanen) beimpft und 16 h bei 30 °C und 150 rpm kultiviert. Anschlieend
erfolgte die Substratzugabe (200 M sofern nicht anders angegeben). Zur Analyse der Umsitze
wurden 500 ul Proben entnommen, mit Ethylacetat extrahiert, getrocknet und bis zur Weiter-
verarbeitung im Kiihlschrank aufbewahrt. Die Dipterocarpolprodukte wurden mit 500 ptl einer
frischen 16 h Kultur in 1,5 ml Eppendorfreaktiongefilen umgesetzt, weil die vorhandenen Men-
gen fiir Umsetzungen in 50 ml nicht ausreichten. Die Umsetzungen erfolgten bei 30 °C fiir 60

min bei 1000 upm im Eppendorf-Thermomixer.

4.2.8.1 Bestimmung der Aktivitit der Bacillus megaterium-Kulturen Um die Aktivitét der
B. megaterium-Kulturen iiber einen Zeitraum von 48 h zu bestimmen, wurden 50 ml Komplexme-
dium mit 500 ul Zellen und unter Standardbedingungen kultiviert. Die Kulturen wurden nach 16,
24 und 48 h zu je 500 ul beprobt und die Aliquots in frische 1,5 ml Eppendorfgeféle iiberfiihrt.
Zur Bestimmung der Aktivitdt wurden den Proben jeweils 100 uM Substrat zugesetzt und 30 min
bei 30 °c und 750 upm im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) inkubiert. Anschliefend wurden
die Reaktionen durch Zugabe von 500 uM Ethylacetat gestoppt und zweimal extrahiert. Nach
Zusammenfiihren und Trocknen der organischen Phasen wurden die Umsétze mittels HPLC ana-
lysiert. Die Aktivitdat wurde iiber die Substratabnahme bestimmt. Zur Ermittlung der relativen
Aktivititen wurde die Aktivitit nach 16 h Inkubation als 100 % (1) gesetzt und die iibrigen
Aktivitidten in Relation zum 16 h Wert dargestellt. Als Substrate dienten in diesem Falle Andros-
tendion und Testosteron, da beide iiber ihre Keto-En Funktion einfach tiber die HPLC analysiert
werden konnen und die Aktivitdt unabhéngig von den in der Arbeit verwendeten Substraten iiber-

priift werden sollte.

4.2.8.2 Bestimmung des P450-Gehalts in B. megaterium Zur Bestimmung des P450-Gehalts
wurden 1 ml Proben bei 10000 g 10 min zentrifugiert und in 1 ml Lysepuffer (Tris HCI 50 mM,

pH 8,0) resuspendiert. Dann wurden 1 mg/ml Lysozym und 1 mg/ml DNasel frisch zugegeben

44



4.2 Methoden 4 MATERIAL UND METHODEN

und die Zellen schlieBlich bei 37 °C 30 min inkubiert. Der Inkubation schloss sich ein weite-
rer Zentrifugationsschritt zur Abtrennung der Zelldebris an. Der danach erhaltene gelblich-rote,
durchsichtige Uberstand wurde in ein frisches Eppendorfgefi iiberfiihrt und ein CO-Differenz-

spektrum aufgenommen (s. u.).

4.2.8.3 Priparativer Substratumsatz Die Umsetzung groBerer Mengen Substrat sowie die
Charakterisierung der Steroidumsetzungen mit Bacillus megaterium ATCC13368 erfolgte in
2000 ml Schikanekolben. Die Substrate wurden grundsitzlich als ethanolische Losung zugege-
ben, wobei der Anteil an Ethanol maximal 5 % (v/v) betrug. Die Umsetzungen wurden in 1 1
Kultur, verteilt auf 4 Kolben zu je 250 ml durchgefiihrt. Die Zugabe der Substrate erfolgte nach
16-stiindiger Kultivierung. Um den Verlauf der Reaktion zu verfolgen wurden nach 2, 4, 8 und
24 h Proben (500 ul) entnommen und mittels DC analysiert. War kein Substrat mehr detektierbar
bzw. konnte keine weitere Reaktion mehr festgestellt werden, wurde die Reaktion nach Vereinen
der Kulturen durch Zugabe von 500 ml Ethylacetat gestoppt und die Produkte durch dreimalige
Fliissig-Fliissig-Extraktion mit je 500 ml Ethylacetat gewonnen. Nach Vereinen der organischen
Phasen wurde das Ethylacetat im Rotationsverdampfer bis zur Trockne abrotiert. Der erhaltene

briaunlich-gelbe Riickstand wurde fiir die Saulenchromatographie eingesetzt.

4.2.8.4 Umsetzungen mit ruhenden Zellen Als ruhende Zellen (engl. ,resting cells®) wer-
den lebende, nicht teilende Bakterienzellen bezeichnet. Diese werden in der Regel nach Ernten
der Bakterien und ihrer Uberfiihrung in Puffer erhalten. Im Gegensatz dazu meint der Ausdruck
wachsende Zellen (engl. ,,growing cells®) in Komplex- oder definierten Medien kultivierte, sich
teilende Bakterienzellen. Die sogenannten ruhenden Zellen haben den Vorteil, dass Biokonver-
sionen unabhéngig vom Zellwachstum untersucht werden konnen [74, 84]. Zudem hat sich ge-
zeigt, dass sich durch das Waschen der Zellen storende Nebenprodukte entfernen lassen, die
ansonsten die Enzymreaktion hemmen konnen [85] oder die Analytik erschweren. Zur Herstel-

lung ruhender B. megaterium-Zellen wurden 50 ml Komplexmedium mit 500 ul einer frischen
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Ubernachtkultur beimpft und 16 h bei 30 °C kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen durch
Zentrifugation bei 4500 g fiir 10 min geerntet und in 50 ml sterilen 100 mM KPP (pH 7.4) iiber-
fiihrt. Die Umsetzungen erfolgten dann analog zu denen mit wachsenden Zellen bei 30 °C in

Schikanekolben.

4.2.8.5 Umsetzungen mit B. megaterium MS941_CAA Zur Optimierung der CYP106A2-
abhingigen Ganzzellkatalyse wurde von Bleif das Plasmid pSMF2.1CAA entwickelt, das er-
folgreich in B. megaterium MS941 transformiert wurde und die heterologe Uberexpression von
CYP106A2 (267 nmol in einem Liter nach 24 h) sowie einer Elektronentransferkette beste-
hend aus bovinem Adrenodoxing.jog und boviner Adrenodoxinreduktase (AdR) ermoglicht [80].
Nach 24 h Expression (s.0.) wurden die Zellen geerntet und die Umsetzungen mit ruhenden

MS941_CAA Zellen durchgefiihrt (s. 0).

4.2.8.6 Berechnung von Umsatzrate, Ausbeute und Selektivitiit der in vivo Biokatalysen
Sofern nicht anders angegeben bezeichnen die in der Arbeit aufgefiihrten Ausbeuten die Pro-
duktmengen (in mg, bzw. %) nach Reinigung der Umsitze iiber Kieselgel-60. Zudem wurden

die maximalen (theoretischen) Ausbeuten der Reaktionen berechnet nach:

Np=0-% (5)

wobei der Substratumsatz ) in Prozent definiert wird als

— Blo =15 %100 (6)

und die Selektivitit der Reaktion bezogen auf das Substrat errechnet wird durch

—-_EL

Slh—18) v @
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wobei Vg p die stochiometrischen Faktoren der Edukte bzw. Produkte darstellen.

4.2.9 Chromatographische Methoden

4.2.9.1 Diinnschichtchromatographie Die Diinnschichtchromatrographie (DC) wurde zur Ana-
lyse der in vitro bzw. in vivo Umsetzungen von Substraten verwendet, welche keine UV-aktiven
Gruppen besitzen und daher in der HPLC mit UV-VIS Detektor nur schlecht detektiert werden
konnen. Des Weiteren wurde die DC zur Analyse der in vivo Umsetzungen in Komplexmedium
verwendet. Fiir alle in dieser Arbeit durchgefiihrten diinnschichtchromatographischen Analysen
wurden mit Kieselgel beschichtete Aluminiumplatten verwendet (4 x 8 cm; Kieselgel 60; Schicht-
dicke, 0.2 mm; Roth, Karlsruhe Deutschland). Die getrockneten Extrakte aus den jeweiligen in
vivo bzw. in vitro Umsetzungen wurden in 30 ul Ethylacetat gelost und zu 2 bzw. 4 ul (sofern
nicht anders angegeben) auf die DC-Platten aufgebracht. Nach vollstindigem Verdampfen des
Losungsmittels wurden die Platten in einem rechteckigen Losemitteltank einmal entwickelt und
anschliefend mit einem HeiBluftfohn getrocknet. Die Analyten wurden durch Fiarbung mit einem
Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz sichtbar gemacht. Dazu wurden die trockenen Platten in ein
Féarbebad (5 ml 4-Methoxybenzaldehyd, 3,75 ml Eisessig, 2,5 ml Schwefelsdure und 488,75 ml
Ethanol) getaucht und die Farbreaktion durch Erhitzen mit dem HeiBluftfohn auf ca. 100 °C
gestartet. Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz reagiert mit Terpenoiden zu blau bis blauvioletten

Produkten.

4.2.9.2 Siulenchromatographie Die priparative Trennung der in B. megaterium hergestellten
Produkte erfolgte durch Normalphasen S@ulenchromatographie unter Verwendung einer Hand-
pumpe. Als stationdre Phase wurde Kieselgel 60 (0,040 - 0,063 nm) verwendet. Ca. 150 ml
Kieselgel wurden in der mobilen Phase aufgeschlemmt und ziigig in die Séule eingefiillt. Da-
bei wurde mit einem Korkring seitlich sanft gegen die Sdule geklopft, um die Packungsdichte

zu vergroBern und eine regelméBige Packung zu erlauben (,,Quick-and-Dirty*“-Methode). Dem
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Kieselgel wurde eine Spatelspitze Seesand vorgelegt. Die Sdule wurde nach Packen mit einem
Messloffel Seesand tiberschichtet. Die aus den préaparativen Umsetzungen erhaltenen Riickstén-
de wurden in bis zu 2 ml Ethylacetat gelost und auf den Seesand aufgetragen. Nach Einsinken
der Probe wurde die Sidule mit mobiler Phase iiberschichtet, das Losemittelresevoir (250 ml) an-
geschlossen und die Handpumpe angebracht. Der Sdulendurchfluss wurde manuell gesammelt,
die FraktionsgroBe betrug 15 ml. Die Fraktionen mit den entsprechenden Reaktionsprodukten
wurden mittels DC-Analyse aufgespiirt und diejenigen, die ausschlieBlich das gewiinschte Reak-
tionsprodukt enthielten, vereinigt Eine Auflistung der zur Reinigung der jeweiligen Reaktions-
produkte verwendeten Losemittelgemische findet sich in Tabelle 4.8.

Tabelle 4.8: Auflistung der zur Sdulenchromatographie verwendeten mobilen Phasen.

Analyt Losemittel Mischungsverhéltnis
DHEA-Umsatz Ethylacetat -
7B-OH-DHEA (Reinigung) Hexan/Ethylacetat/Methanol 1:4:0,5
Pregnenolon (Umsatz) Ethylacetat -
Dipterocarpol (Umsatz) Hexan/Ethylacetat 1:1
7B-OH-Dipterocarpol (Reinigung] Hexan/Ethylacetat 1:3
7B,11a-OH,-Dipterocarpol (Reinigung) Ethylacetat -

4.2.9.3 rpHPLC Fiir die Umkehrphasen Hochdruckfliissigkeitschromatographie, kurz rp-HPLC
(engl. reversed phase high performance liquid chromatographie, rpHPLC) wurde die JASCO
900ter Serie (Pu-980 HPLC Pumpe, AS-950 Fraktionssammler, UV-975 UV/vis Detektor, und
LG-980-02, Gradienteneinheit (Jasco, Gross-Umstadt, Germany)) bzw. die 2000ter Serie verwen-
det. Alle Analysen wurden auf einer Umkehrphasen ec MN NUcleodor C18-Séule(5 um, 4,0 *
125 mm) (Macherey Nagel, Bethlehem, PA, USA) bei konstanter Flussrate (1,0 ml/min) und
Temperatur des Siaulenofens (40 °C, Thermostat BFO-04 (W.O Electronics, Langenzersdorf, Os-

terreich)) durchgefiihrt. Alle verwendeten Losemittel waren von HPLC-Reinheit. Die Losemittel,
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die bei Detektionen bei 210 nm eingesetzt wurden, waren von ,,Gradient-Grade‘‘-Reinheit. Das
verwendete Wasser wurde mit der Milli-Q-Biocell (Millipore, Bedford, MA, USA) gereinigt. Die
Detektion der Steroide und Terpenoide mit Keto-En-Struktur erfolgte bei 240 nm, die Flavonoide
und Noscapin wurden bei 254 detektiert. Die keine konjugierte Doppelbindungen enthaltenden
Substanzen wurden bei 210 nm vermessen. Die Integration der Peakflichen erfolgte mit der
Jasco-Chrompass Chromatographie Software (Jasco, GroB3-Umstadt, Deutschland) und die Aus-
wertung der Daten wurde mit der Origin Pro 8.6 Software (Origin Lab, MA, USA) durchgefiihrt.
Die LC-MS-Messungen wurden im Rahmen einer Kooperation mit Denis Pompon (CNRS Gif-
Sur-Yvette, Paris (jetzt Toulouse), durchgefiihrt. Dort wurde ein Waters® Alliance® HT LC/MS
System verwendet. Die Messungen wurden eigensténdig unter Anleitung von Dr. Philippe Urban

durchgefiihrt.

4.2.10 Kernspin-Resonanz-Spektroskopie

Alle in dieser Arbeit gezeigten NMR-Analysen wurden von Dr. J. Zapp (Institut fiir Pharma-
zeutische Biologie, Universitit des Saarlandes, Saarbriicken) durchgefiihrt. Die NMR-Spektren
wurden mit einem DRX 500 NMR-Spektrometer der Firma Bruker (Karlsruhe, Deutschland)

aufgenommen.

4.2.11 Zellkultur

Die COS-1 bzw. HeLa-Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM High-
Glucose, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland), mit 5 % fotalem Kélberserum angerei-
chert bei 37 °C, 95 % rel. Luftfeuchte in sterilen Zellkulturschalen kultiviert. 500 ml Medium
wurde vor Verwendung 5 ml Streptomycin-Penicillin Mix (100x, Corning, Virginia, USA) zuge-
geben. Die Zellen waren vor Verwendung maximal vier Passagen alt, um moglichst vitale Zellen

zu verwenden.
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4.2.11.1 XTT-basierter Zytotoxizititstest Zytotoxizititstests wurden mit dem ,,In vitro To-
xicology Assay Kit, XTT-based* (TOX-2) von Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Luis, USA)
durchgefiihrt [86]. Die Zellen wuchsen dafiir bis zu ca. 80 % Konfluenz, wurden anschlieBend
trypsinisiert, zu je 10.000 Zellen pro Vertiefung in 96-well Platten ausgesit und erneut 24 h
bebriitet. Anschlieend wurden die Zellen mit steigenden Konzentrationen (0-250 uM) der Test-
substanzen versetzt. Als Losemittel diente in allen Fillen DMSO, wobei serielle Verdiinnungen
verwendet wurden, so dass stets das gleiche DMSO Volumen eingesetzt wurde, wobei die Ge-
samtmenge an DMSO 1 % (v/v) nicht tiberschritt. Somit sollten Losungsmitteleffekte weitestge-
hend ausgeschlossen werden. Zusitzlich wurden jeweils eine DMSO-Kontrolle und eine Kontrol-
le mit unbehandelten Zellen mitgefiihrt. Alle Tests wurden in mindestens dreifacher Ausfithrung
gemacht. Die Behandlung der Zellen erfolgte fiir 24 h bei 37 °C, 95 % rel. Luftfeuchte und 5 %
CO,. AnschlieBend wurde das Medium von den Zellen entfernt und die Zellen einmal mit 100 ul
PBS gewaschen. Danach wurden 100 1l DMEM ohne Phenolrot, mit 20 % XTT (nach Hersteller-
angaben angesetzt) zugegeben und zusammen mit den Zellen 2 -4 h inkubiert. Die Bildung des
orange-gelben Formazansalzes durch die Aktivitidt der mitochondrialen Dehydrogenasen wur-
de fotometrisch im Mikrotiterplattenreader vermessen. Aus den erhaltenen Absorptionen (Aysg
(spezifisch fiir das Tetrazoliumsalz) und Agso (unspezifische Absorption) wurde die Viabilitit der

Zellen errechnet durch:

Viabilitit : A = Ays0 (Tesl) — A650(Test) —Auso (Kontrolle) (8)
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S Ergebnisse

5.1 Substratscreening
5.1.1 NADPH-Verbrauch als Screeningmethode

Cytochrome P450 beziehen die fiir ihre Katalyse bendtigten Elektronen von externen Donato-
ren, meist NADH oder NADPH. Dabei wird pro gebildetem Produktmolekiil ein Aquivalent
NADPH zu NADP* oxidiert (S. GI. 1). Dieser stochiometrische NADPH-Verbrauch kann spek-
tralfotometrisch verfolgt werden, da NADPH im Gegensatz zur oxidierten Form NADP™ ein ty-
pisches Absorbtionsmaximum bei 340 nm besitzt. Diese Eigenschaft sollte dazu verwendet wer-
den, neue Substrate fiir CYP106A2 aus einer 502 Substanzen umfassenden Naturstoffbibliothek
zu identifizieren. Zunéchst wurde iiberpriift, ob die Absorption im gewiinschten Konzentrations-
bereich mit der Konzentration linear steigt. Es wurden Kavitidten einer 96-well Mikrotiterplatte
mit Umsatzpuffer und NADPH (0-200 uM) beschickt (Endvolumen 250 ul) und die Absorpti-
on bei 340 nm gemessen. Die Zunahme der Absorption bei 340 nm verlduft in Abhingigkeit
der NADPH-Konzentration stetig bis zur maximal eingesetzten Konzentration (200 uM) (s. Abb.

5.1).
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Abbildung 5.1: Absorptionsmessung bei 340 nm: 0 - 200 uM NADPH in 250 pl 50 mM HEPES pH 7.4.
Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur in einer 96-well Mikrotiterplatte. Dargestellt sind die Mittel-
werte und Standardabweichungen aus drei unabhédngigen Messungen.

Das CYP106A2-Enzymsystem wurde in dieser Arbeit mit Hilfe der bovinen AdR und einer
verkiirzten Form des bovinen Adx (Adxy.10g) rekonstituiert. Bereits 1993 zeigten Hanukoglu et
al., dass bei der Elektroneniibertragung von NADPH auf CYP11A1 via AdR und Adx Elektronen
abflieBen. Um das Mal des Elektronenverbrauchs des hier verwendeten rekonstituierten Systems
ohne stattfindende Katalyse zu bestimmen, wurde der NADPH-Verbrauch ohne Substratzugabe
gemessen. Dem auf 30 °C temperierten Reaktionsgemisch (CYP106A2/AdR/Adx (1/2/10)), in
50 mM HEPES pH 7,4) wurden dazu 100 uM ebenfalls 30 °C warmes NADPH (gelost in 50 mM
HEPES pH 7.4) zugegeben und die Absorption bei 340 nm iiber 30 min gemessen. Nach 30 min
betrug die relative NADPH Abnahme durchschnittlich 39,2 £+ 7,2 % (s. Abb. 5.2). Insgesamt

zeigt die Abnahme einen linearen Verlauf, es zeichnet sich keine Séttigung ab.
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Abbildung 5.2: NADPH-Abnahme in Abwesenheit von Substrat: Der Reaktionsansatz bestand aus
0,5 uM CYP106A2, 5 uM Adx und 1 uM AdR in 50 mM HEPES pH 7,4 (supplementiert mit 0,05 %
Tween 20). Dem auf 30 °C vorgewidrmten Reaktionsansatz wurden 100 uM ebenfalls 30 °C warmes
NADPH zugesetzt und die Absorption (340 nm) bei 30 °C iiber 30 min verfolgt und die prozentuale
Abnahme ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von vier unabhéngigen Mes-
sungen.

Im néchsten Schritt wurde untersucht, ob die Substratumsetzung durch Erfassung des NADPH-
Verbrauchs gemessen werden kann. Dazu wurde der gleiche Ansatz gewihlt und diesmal das Ste-
roidsubstrat Desoxycorticosteron (300 uM) zugesetzt. In Anwesenheit des Substrats DOC wird
das NADPH in den ersten Minuten der Reaktion deutlich schneller verbraucht, als im Vergleich
zur substratfreien Kontrolle und liegt nach 10 min schon bei durchschnittlich 60,87 4 1,66 % (s.

Abb. 5.3). Zwischen 8 und 10 min beginnt die NADPH-Abnahme zu stagnieren.
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Abbildung 5.3: NADPH-Verbrauch bei Reaktion mit dem Substrat Desoxycorticosteron: Der Reaktions-
ansatz bestand aus 0,5 uM CYP106A2, 5 uM Adx und 1 uM AdR in 50 mM HEPES pH 7,4 (supplemen-
tiert mit 0,05 % Tween 20) und 300 uM DOC. Dem auf 30 °C vorgewirmten Reaktionsansatz wurden
100 uM ebenfalls 30 °C warmes NADPH zugesetzt und die Absorption (340 nm) bei 30 °C iiber 30 min
verfolgt. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus fiinf Messungen.

Da diese Methodik zur Identifikation neuer Substrate aus der Biomol-Naturstoffbibliothek an-
gewandt werden sollte, wurde ein Testscreen mit bekannten Substraten durchgefiihrt. Als Nega-
tivkontrollen diente das bis dato als Substrat des CYP106A2 identifizierte DHEA sowie das Lo-
sungsmittel Ethanol (ohne Substrat) und der unspezifische P450-Inhibitor Imidazol (je 300 uM).
Die bekannten Steroidsubstrate des CYP106A2 beschleunigten alle den Verbrauch an NADPH in
den ersten 10 min der Reaktion (siche Abb. 5.5). Im substratfreien Ansatz sowie in dem Ansatz
mit Imidazol war die Abnahme an NADPH dagegen deutlich langsamer. Uberraschenderweise
war jedoch auch die Abnahme von NADPH in Gegenwart der vermeintlichen Negativkontrolle
DHEA stark beschleunigt (s. Abb.5.5) und lag nach 10 min bei rund 50 %. Zunéchst lag die Ver-
mutung nahe, dass die Bindung von DHEA eine Entkopplungsreaktion zur Folge hat, da DHEA
bereits in der Vergangenheit ohne Erfolg als Susbtrat fiir CYP106A2 eingesetzt wurde [61]. Da-

her wurde die DHEA-Reaktion nachfolgend mittels HPLC analysiert und eine Produktbildung
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konnte aufgezeigt werden (s. Abschnitt 2.1.4). Damit gelang in dieser Arbeit erstmalig die Iden-
tifizierung eines 3-hydroxy-AS5-Steroids als Substrat von CYP106A2.

Allerdings waren die verwendeten Substratkonzentrationen vont 300 M zum Screenen der
Naturstoffbibliothek nicht einsetzbar, da diese nur jeweils 1 mg der jeweiligen Substanzen ent-
hilt. Dadurch lassen sich von manchen dieser Substanzen keine 300 uM Losungen herstellen. Es
wurden deshalb auch niedrigere Substratkonzentrationen eingesetzt und untersucht, ob sich der
NADPH-Verbrauch als Screeningmethode eignet. Allerdings lie3 sich im angestrebten Konzen-
trationsbereich (bis max. 50 uM Substrat) eine substratabhiingige Abnahme des NADPH nicht
mehr feststellen. Die Verringerung der NADPH-Konzentration, damit das Verhiltnis von Sub-
strat und NADPH nicht geédndert wird, fiihrte dazu, dass zu Beginn der Messung bereits zu viel
NADPH verbraucht war, so dass ein Umsatz nicht mehr eindeutig nachgewiesen werden konnte.

Daher wurde auf die Anwendung des NADPH-Assays zum Screenen der Naturstoffbiblitohek

verzichtet.
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Abbildung 5.4: Test-Screen: Messung des NADPH-Verbrauchs in einer 96-well Mikrotiterplatte: Reakti-
onsansatz bestand aus 0,5 uM CYP106A2, 5 uM Adx und 1 uM AdR in 50 mM HEPES pH 7.4 (supple-
mentiert mit 0,05 % Tween 20). Dem auf 30 °C vorgewirmten Reaktionsansatz wurden 100 uM ebenfalls
30 °C warmes NADPH zugesetzt und die Absorption (340 nm) bei 30 °C iiber 30 min verfolgt. Die Sub-
strate Androstendion, DOC und Progesteron, der Inhibitor Imidazol sowie die Negativkontrolle DHEA
wurden zu je 300 uM zugesetzt, ein Ansatz (,,ohne*) enthielt nur das Losungsmittel Ethanol (1 % (v/v).
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Abbildung 5.5: Messung des NADPH-Verbrauchs in 96-well Mikrotiterplatte: Reaktionsansatz bestand
aus 0,5 uM CYP106A2, 5 uM Adx und 1 uM AdR in 50 mM HEPES pH 7.4 (supplementiert mit
0,05 % Tween 20). Dem auf 30 °C vorgewédrmten Reaktionsansatz wurden 100 uM ebenfalls 30 °C war-
mes NADPH zugesetzt und die Absorption (340 nm) bei 30 °C iiber 30 min verfolgt. Getestet wurden
100 uM DOC im Vergleich zu substratfreien Proben, denen nur das Losungsmittel Ethanol zugesetzt
wurde (1 % (v/v).

5.1.2 Differenzspektroskopie als Screeningmethode

Die Bindung eines Substrates im aktiven Zentrum von P450 Enzymen fiihrt in der Regel zur
Uberfithrung des Him-Eisens in den HS-Zustand. Diese Anderung des Spinzustandes fiihrt auch
zu einer Anderung der Absorption der Him-Gruppe (s. Abschnitt 3.2.4). Das Maximum der
Soretbande ist im Low-Spin-Zustand bei 417 nm und verschiebt sich im High-Spin-Zustand zu
niedrigeren Wellenldngen, etwa zwischen 380 und 390 nm [87].

Um die Differenzspektroskopie als Screeningmethode anzupassen, wurden zunéichst Versuche
durchgefiihrt, um sowohl die eingesetzte Enzym- als auch Substratmenge, die zur Darstellung
eines Spin-Shifts benotigt werden, zu minimieren. Die Ermittlung des besten Enzym-Substrat-
Verhiltnisses wurde zundchst im Zweistrahlfotometer mit Quarz-Kiivetten (Schichtdicke 1 cm,
400 ul Messvolumen) durchgefiihrt. Als Testsubstanz diente Cholestenon, eines der bis dato we-
nigen bekannten HS-Substrate von CYP106A2. Beginnend mit 10 uM Substrat und 10 uM En-

zym wurden verschiedene Verhiltnisse ausgetestet. SchlieBlich konnte gezeigt werden, dass sich
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bei dquimolarem Verhiltnis von 5 uM Cytochrom mit 5 uM Substrat die Spin-Verschiebungen
durch Substratbindung gut nachweisen lassen. Bei geringerer Cytochrom- und/oder Substratkon-
zentration konnten keine Spin-Shifts mehr detektiert werden. Anschlieend wurden die Messun-
gen in 96-well Mikrotiterplatten durchgefiihrt. Zunédchst wurde versucht, die Spinverschiebung
mit absoluten Spektren statt mit Differenzspektren nachzuweisen. Der substratinduzierte Uber-
gang vom LS- zum HS-Zustand der P450 Proteine ist aber nicht selten gering. Diese Beobach-
tung konnte auch fiir CYP106A2 gemacht werden, bei dem der HS-Anteil des cholestenongebun-
denen Enzyms bei ca. 12 % liegt. Absolute Spektren eigneten sich daher nicht zur Darstellung
der Spinverschiebung im Screeningverfahren (s. Abb. 5.6). Im Folgenden wurde daher versucht,
drei Kavititen nur mit Enzymlosung zu beschicken und als Referenzwerte zur Berechnung der
Differenzspektren zu benutzen. Dieses Verfahren fiihrte in den Tests allerdings zu keinen guten
Ergebnissen, da sich die Messungenauigkeit zwischen den einzelnen Kavitidten als recht hoch
erwiesen hat.

Daher wurden zunichst alle Kavitdten mit Enzymlosung befiillt und die Absorptionsspektren
von 300 bis 500 nm gemessen. AnschlieBend wurden die Testsubstanzen zugegeben (1,25 ul
DMSO-L6sung) und nach 15-miniitiger Inkubation erneut vermessen. Die Differenzpektren wur-
den durch manuelle Subtraktion der substratfreien Spektren von den Substratbindespektren mit

Excel erhalten.
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Abbildung 5.6: Absorptionsspektren aufgenommen in 96-well Mikrotiterplatten: Messvolumen 250 ul,
Absorption aufgenommen zwischen 300 und 500 nm, in 10 nm Schritten, bei 25 °C. Die Spektren stellen
Einzelmessungen aus unterschiedlichen Kavititen (engl. ,,wells*) einer Platte dar.

Mit diesen Bedingungen wurde ein ,,Test-Screen® durchgefiihrt, mit Betulinsdure und Cho-
lestenon als Typ I-Substrat, Imidazol als Typ II-Inhibitor, 11-Desoxycorticosteron (DOC) und
Pregnenolon als Negativ- und DMSO als Losemittelkontrolle. Die Abbildung 5.7 zeigt, dass
die beiden Positivkontrollen Betulinsdure und Cholestonen jeweils ein Typ I-Spektrum gene-
rieren, wobei AA3gy.420 mit Betulinsdure (0,10) deutlich groBer ist als mit Cholestonen (0,02).
Entgegen den in der Literatur beschriebenen Daten induzierte DOC unter den oben genannten
Bedingungen ebenfalls einen High-Spin-Shift (AA3gp-420 = 0,047). Unter Screeninbedingungen
betragt der HS-Anteil des CYP106A2 im betulingebundenen Zustand demnach ca. 22 %, mit
11-Desoxycorticosteron ca. 10 % und mit Cholestenon 4 %. Die anderen Spektren entsprachen
den Erwartungen, bei Zugabe von Pregnenolon bzw. DMSO allein 4ndert sich die Absorption
des Enzyms nicht, durch Verdiinnung der Probe nimmt lediglich die Absorption bei 420 nm ab
(s. Abb. 5.7).
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Abbildung 5.7: Testscreen in einer 96-well Platte: 5 uM P450 (in 50 mM KPP, 250 ul) versetzt mit je
5 uM Substanz (DMSO 1 %(v/v)).

Die Naturstoffbibliothek wurde darauthin mit diesen Bedingungen auf neue Substrate fiir
CYP106A2 durchmustert. Das Screening erzielte 12 Treffer, darunter die bereits bekannten vier
Typ I-Substrate; Oleanolsédure, Betulinsdure, Glycyrrhitinsdure und Ursolsédure [77, 78]. Es konn-
ten weiterhin acht bisher in der Literatur nicht beschriebene Typ I-Liganden des CYP106A2 er-
fasst werden: Rhamnetin, Geraldol, Alpha-apo-Oxytetracyclin, Noscapin, Sarsasapogenin, Pana-
xadiol, Dipterocarpol und Betulin (s. Abb. 5.9, 5.10) [88]. Nachfolgende Messungen im Zwei-

strahlfotometer bestitigten die Ergebnisse des Screenings.
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Abbildung 5.8: Screening Hits: Erhaltene Typ I-Spektren nach Screenen der Naturstoffbibliothek mit
CYP106A2 in 96-well Mikrotiterplatten. Verwendet wurden 5 uM Cytochrom und 5 uM Substanz (gelost
in DMSO (1 % (v/v)) in 50 mM KPP pH 7.4. Die Messungen wurden bei 25 °C im Plattenleser durchge-
fiihrt. Die Messung erfolgte von 300 bis 500 nm in 10 nm Schritten und 100 reads/well. Zunédchst wurden
die Platten mit Proteinldsung beschickt und vermessen, dann erfolgte die Zugabe der Testsubstanzen und
nach 15 min Inkubation bei RT wurden die Platten erneut vermessen, die Differenzspektren wurden duch
die Subtraktion der substratgebundenen von den substratfreien Spektren (Excel 2003) erhalten.
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Abbildung 5.9: Screening Hits: Differenzspektren der 8 neu identifizierten Screening Hits im Zweistrahl-
fotometer. Verwendet wurden 5 uM Cytochrom und 5 uM Substanz (gelost in DMSO (1 % (v/v)) in
50 mM KPP pH 7.4. Die Messungen wurden bei 25 °C Kiivettentemperatur durchgefiihrt. Nach Zugabe
der Substrate wurden die Proben 15 min inkubiert.
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Abbildung 5.10: Screening Hits Strukturen

Die Qualitét eines Screeningsystems misst sich ma3geblich am Anteil falsch-negativer Ergeb-
nisse. Um falsch-negative Egrebnisse im hier durchgefiihrten Screening auszuschlieen, wurden
mit Substanzen, die unter Screeningbedingungen keinen HS-Shift in CYP106A2 induziert hatten,
den Treffern aber strukturell dhnlich sind, Differenzspektren im Zweistahlfotometer aufgenom-
men. Als Stichproben wurden Quercetin, Quassin, Luteolin, Sitosterol, Dihydroxyflavon, Cino-
bufagen und Panaxatriol ausgewihlt. Von diesen Substanzen induzierte keine einen Spin-Shift,
weshalb von einer vernachlissigbar geringen Rate falsch-negativer Ergebnisse ausgegangen wer-

den kann. Die Differenzspektroskopie stellte sich damit als sensitive Screeningmethode dar, weil
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alle gefundenen Typ I-Liganden durch Messungen im Zweistrahlfotometer bestétigt und keine

falsch-negativen Messergebnisse verzeichnet werden konnten.

5.1.3 In vitro Umsetzungen der Screening Hits

Diejenigen Substanzen, deren Bindung an CYP106A2 in dieser Arbeit erstmalig nachgewie-
sen wurde, wurden in einem in vitro rekonstituierten System beziiglich einer Umsetzung durch
CYP106A2 getestet. Die Analyse der Umsetzungen wurde je nach Struktur mittels HPLC (UV-
aktives m-Elektronensystem) oder DC (Terpenoide ohne konjugierte Doppelbindungen) durchge-
fiihrt. Nachweislich entstanden nur bei der Reaktion von CYP106A2 mit den beiden Triterpenoi-
den Dipterocarpol und Betulin Produkte.

Mittels Differenzspektroskopie wird die Interaktion von Substanzen im aktiven Zentrum spek-
tralfotometrisch dargestellt. Deshalb kann diese Methode zur Bestimmung der Bindungskonstan-
ten herangezogen werden, wobei zu beachten ist, dass CYP106A2 auch im substratgesittigten
Zustand nicht zu 100 % als HS-Enzym vorliegt: Damit konnen die so ermittelten Dissoziations-
konstanten Kp nur ndherungsweise die Realitdt widerspiegeln. Der Kp-Wert von Betulin wurde
durch Titration einer 10 uM CYP106A2 Losung in 50 mM KPP pH 7,4 mit 0-50 uM Betulin in
Tandemkiivetten bestimmt. Der Kp-Wert von Betulin betrdgt 16 4+ 2 uM, ihre Affinitit ist damit

vergleichbar mit der, der Betulinsédure (Kp 14,5 uM) [78].

63



5.1 Substratscreening 5 ERGEBNISSE

0,04

0,02 +

0,00 +=

-0,02 4

Absorption

0,04 1

-0,06 4

-0,08

360 380 400 420 440 0 10 20 30 40 50
Wellenlange [nm] Betulin [uM]
(a) (b)

Abbildung 5.11: Titration von Betulin zu je 10 uM CYP106A2 gelost in 50 mM KPP (pH 7,4) von 0
- 50 uM (a). Die Dissotiationskonstante (Kp wurden durch Plotten der Differenzen AAsgs.417 gegen die
eingesetzte Substratkonzentration und anschlieBende hyperbolische Regression zu 16 £ 2 bestimmt (b).

Die Reaktion von Betulin resultierte in einem Produkt, das mit dem Laufmittelgemisch Hex-
an/Ethylacetat 50/50 mit einem Rg-Wert von 0,28 eluierte. Da das gebildete Reaktionsprodukt
polarer als das Substrat ist und zudem fiir CYP106A2 bisher nur Hydroxylierungsreaktionen be-
schrieben sind, handelt es sich hochstwahrscheinlich um ein hydroxyliertes Reaktionsprodukt.
Leider gelang es nicht, geniigend Produkt fiir eine anschlieBende NMR-Analyse zu gewinnen.
Versuche, das potentiell hydroxylierte Produkt mittels Massenspektrum nachzuweisen, schlugen
fehl, da die Substanz weder durch MALDI- noch durch ESI-Verfahren ionisiert werden konn-
te. Die Umsetzung von Betulinsdure mit dem Bacillus megaterium ATCC13368 wurde bereits
intensiv untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Betulinsdure zu mehreren, u. a. auch an
Position 7, hydroxylierten Produkten umgesetzt wird. Chatterjiee et al. beschrieben, dass wahr-
scheinlich mehrere Enzyme an der Metabolisierung beteiligt sind. Zudem sind die Betulinséure,
Betulin und ihre Derivate auch unter pharmakologischen Gesichtspunkten bereits untersucht, so
dass die Umsetzung dieser Substanz im Rahmen dieser Arbeit nicht weiter untersucht wurde

[89, 90, 91, 92, 93].
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Abbildung 5.12: DC-Chromatogramme der in vitro Umsetzung von Betulin zu einem potentiell hydroxy-
lierten Hauptprodukt mit CYP106A2. Das rekonstituierte Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2,
1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C
fiir 30 min in 500 pul HEPES pH 7.,4. Der Reaktionsansatz wurde zweimal mit je 500 ul Ethylacetat
extrahiert und mittels DC, unter Verwendung von Ethylacetat und Hexan (1:1) als mobiler Phase, analy-
siert. Die Analyten wurden mit einem Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz geféarbt. Eine Negativkontrolle
(Reaktionsansatz ohne CYP106A2) ist links dargestellt

Die Dissoziationskonstante von Dipterocarpol wurde ebenfalls mittels Differenzspektroskopie
bestimmt und betrug 2,83 £ 0,35 uM [88]. Damit bindet Dipterocarpol etwa 8 mal stirker an
CYPI106A2 als Betulin. Die Affinitdt von Dipterocarpol ist vergleichbar mit anderen Substraten
von CYP106A2, etwa von 11-Desoxycorticosteron (Kp= 5,2 uM) und Oleanolsdure (Kp = 5,89
uM). Generell liegen die Kp-Werte der CYP106A2 Substrate im unteren mikromolaren Bereich.
Jedoch ist anzumerken, dass fiir viele Substrate des Enzyms die Dissoziationskonstante nicht be-
kannt ist, weil die meisten Steroide und die Abietinsdure keinen HS-Shift induzieren und sich
der Kp-Wert daher nicht einfach iiber Differenzspektroskopie messen lidsst. Die Affinidten der
CYP106A2-Substrate ist, verglichen mit den natiirlichen Substraten der humanen steroidmetabo-
lisierenden und an anderen anabolen Stoffwechselwegen beteiligten P450s (die Familien 5-51),

nicht besonders hoch. Allerdings weisen die Cytochrom P450 Enzyme der Leber (Familien 1-3),
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die den Fremdstoffwechsel tibernehmen, ebenfalls oft weniger starke Affinititen gegeniiber ihren
Substraten auf [31]. Die niedrigen Affinititen von CYP106A2 gegeniiber seinen bisher bekann-
ten Substraten sprechen dafiir, dass diese Steroidhydroxylase nicht am anabolen Stoffwechsel
von B. megaterium beteiligt ist, sondern dhnlich den Lebercytochromen bei der Entgiftung mit-

wirken konnte. Diese These wird dadurch gestiitzt, dass das Enzym erst in der stationidren Phase

gebildet wird.
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Abbildung 5.13: Titration von Dipterocarpol (a) zu je 10 uM CYP106A2 gelost in 50 mM KPP (pH 7,4)
von 0 - 50 uM. Die Dissotiationskonstante (Kp wurde durch Plotten der Differenzen AAsgg.417 gegen
die eingesetzte Substratkonzentration und anschlieBender hyperbolischer Regression zu (b) 2.83 + 0,35
bestimmt.
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Abbildung 5.14: DC-Chromatogramme der in vitro Umsetzung von Dipterocarpol: Das rekonstituierte
Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 30 min in 500 pul HEPES pH 7,4. Der Re-
aktionsansatz wurde zweimal mit je 500 1 Ethylacetat extrahiert und mittels DC, unter Verwendung von
Ethylacetat und Hexan (1:1) als mobiler Phase, analysiert. Die Analyten wurden mit einem Anisaldehyd-
Schwefelsidurereagenz gefirbt. Es konnten drei Produkte mit den respektiven R¢-Werten 0.62, 0.42 und
0.21 detektiert werden. Eine Negativkontrolle (Reaktionsansatz ohne CYP106A2) ist links aufgetragen.

Bei der Umsetzung von Dipterocarpol mit CYP106A2 konnten drei Produkte (P1,P2,P3) mit
den respektiven R¢- Werten 0.62, 0.42 und 0.21 detektiert werden. Dipterocarpol wird in vitro
demnach weniger selektiv umgesetzt als Betulin. Kein Reaktionsprodukt war in der Negativkon-
trolle ohne P450 nachzuweisen, weshalb auch bei der Dipterocarpolumsetzung davon ausgegan-

gen werden kann, dass die Reaktion spezifisch durch CYP106A?2 katalysiert wird.

5.1.4 In vitro Umsetzungen mit strukturverwandten Substraten

Nicht alle Substrate von CYP106A2 sind in der Lage, das Enzym in den HS-Zustand zu iiber-
fiihren. Daher wurde neben dem Screening der Naturstoffbibliothek auch eine rationale Substrat-
suche durchgefiihrt. Dazu wurden den Screening-Hits strukturell dhnliche, bioaktive Substanzen
ausgewdhlt und ihre Umsetzung mit CYP106A2 direkt in vitro getestet. Die Reaktionen wurden,

je nach Natur der Substrate, mittels DC, HPLC bzw. LC-MS analysiert. Ausgewéihlt wurden Sub-
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stanzen, deren Kernstruktur mit der bisher bekannter CYP106A2-Substrate iibereinstimmt. Sie
variieren in den Strukturbereichen, die anscheinend wenig bis keinen Einfluss auf die Hydroxy-
lierungsaktivitdt nehmen, wie die Substituenten am D-Ring und zusitzliche Ringe (E, F). Ein
Teil der Substrate wurde freundlicherweise von Prof. Denis Pompon zur Verfiigung gestellt. Die
LC-MS-Messungen wurden am CNRS in Paris in der Arbeitsgruppe von Denis Pompom unter
Leitung von Dr. Philippe Urban durchgefiihrt.

Ausgewihlt wurden bioaktive Substanzen mit pharmazeutischem Potential, darunter Gitoxi-
genin und Digitoxigenin, die Sapogenine herzwirksamer Glykoside aus Digitalis sowie die struk-
turell verwandten, ebenfalls herzwirksamen Krotengifte Bufalin und Cinobufagin, die schwach
giftigen steroidalen Alkaloide der Nachtschattengewéchse (z. B. Tomate und Kartoffel) Solani-
din und Solasodin, das pentacyclische Triterpene Friedelin sowie der sekundire Pflanzenfarbstoff
Quercetin, ein Antioxidanz, welches in vielen Obst- und Gemiisesorten, vor allem in Apfeln, zZu
finden ist. Von den letzteren konnte keines mit CYP106A2 in ein neues Produkt iiberfiihrt wer-

den.
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Abbildung 5.15: Substanzen, die auf Hydroxylierungsaktivitdt mit CYP106A2 in vitro getestet wurden.
Ausgesucht nach ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu bereits bekannten Substraten des Enzyms.

Von den Sapogeninen der herzwirksamen Glykoside reagierte nur Digitoxigenin mit CYP106A2.
Gitoxigenin, Bufalin und Cinobufagin wurden im in vitro rekonstituierten System nicht umge-
setzt. Digitoxigenin reagiert mit CYP106A2 relativ unselektiv zu vier Produkten. Die jeweili-
gen Produkte eluierten bei isokratischer Trennung mit einem Laufmittelgemisch bestehend aus
ACN/Wasser 40/60 deutlich schneller als das Substrat (Tr 5,02 4 0,05 min), deshalb und weil fiir
CYP106A2 bisher nur Hydroxylierungsreaktionen beschrieben sind, ist es wahrscheinlich, dass
diese Produkte einfach- bzw. mehrfachhydroxylierte Spezies von Digitoxigenin darstellen. Nach
15-miniitiger Reaktion von 100 uM Digitoxigenin mit 0,05 uM CYP106A2 bei 30 °C wurden
ca. 74 % des Substrates in 33 % P4 (Tr 3,42), 16 % P2 (Tr 1,53 min), 10 % P3 (Tr 1,86 min)

und 4 %P1 (Tr 1,32 min) umgesetzt.
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Abbildung 5.16: HPLC-Chromatogramm der in vifro Umsetzung von Digitoxigenin: Das rekonstituier-
te Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 15 min in 500 ul HEPES pH 7.4. Der Reakti-
onsansatz wurde zweimal mit je 500 ul Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit ACN/H,0 40/60 als mobiler Phase, die Detektion bei 240 nm.

Die meisten Substrate von CYP106A2 besitzen einen steroidalen Grundkorper. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Hydroxylierung von steroidalen Substraten ohne 3-oxo-A*-Motif, nim-
lich Dipterocarpol und DHEA, erstmalig gezeigt. Zudem konnte in einer parallel laufenden Ar-
beit von Frau Dr. Bleif gezeigt werden, dass auch pentacyclische Triterpensduren ohne ein sol-
ches Motif mit CYP106A2 zu hydroxylierten Produkten reagieren. Daher wurden im rationa-
len Screening erneut einige Steroide, darunter auch Nicht-3-oxo0-A*-Steroide untersucht. Ausge-
wihlt wurden Prednison (eine Vorstufe des aktiven Prednisolons) und Dexamethason, die als
Medikamente eingesetzt werden und entziindungshemmende und immunsupressive Wirkung
zeigen sowie die korpereigenen Steroide 19-Hydroxyandrostendion, DHEA, Pregnenolon, Cis-
und Transandrosteron, Estron und Estadiol. Da sowohl Dipterocarpol als auch Cholestenon von
CYP106A2 umgesetzt werden, die beide iiber eine hydrophobe Seitenkette am C-17 verfiigen,

wurden auch die strukturell dhnlichen Steroide Cholesterol, Stigmasterol und Sitosterol getestet.
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Abbildung 5.17: Steroide und Sterole, die auf Hydroxylierungsaktivitit mit CYP106A2 in vitro getestet
wurden. Ausgesucht nach ihrer strukturellen Ahnlichkeit zu bereits bekannten Substraten des Enzyms.

Die Analyse der Reaktionen ergab, dass neben dem im NADPH-Verbrauchstest gefundenen
DHEA auch Pregnenolon eindeutig als Substrat fiir CYP106A2 fungiert. Da die Steroide oh-
ne Keto-En-Struktur kein Absorptionsmaximum bei 240 nm besitzen, konnen sie in der HPLC
nur bei 210 nm sichtbar gemacht werden. Bei 210 nm absorbieren aber auch die verwendeten
Losemittel, daher wurden die Reakionsgemische vor der HPLC-Analyse mit Cholesteroloxida-

se versetzt, um die Hydroxylgruppe an C3 zur Ketogruppe zu oxidieren. Die Cholesteroloxida-
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se katalysiert ebenfalls die Umlagerung der Doppelbindung von A zu A*, dadurch entsteht ei-
ne mesomeriestabiliserte Keto-En-Struktur, die die Detektion von DHEA bzw. Pregnenolon bei
240 nm ermoglicht. Unter den hier gewihlten HPLC-Bedingungen (5 min Analysezeit) konnten
fir DHEA und Pregnenolon jeweils nur ein Produkt (Tr = 1,3 min (jeweils)) detektiert werden.
Die Verwendung besserer Trennmethoden, bzw. die Analyse der Reaktion mittels Diinnschicht-
chromatographie (s.u.) zeigte, dass in beiden Fillen zwei Reaktionsprodukte gebildet werden,
wobei das Hauptprodukt jeweils an Position 78 hydroxyliert ist. Allerdings ergab die HPLC-
Analyse der DHEA Reaktion mit CYP106A2, dass entgegen der Erwartung die Produktzunahme
nicht proportional zur Substratabnahme verlief (s. Abb. 5.18). Es ist wahrscheinlich, dass die hy-
droxylierten Produkte weniger gute Substrate fiir die Cholesteroloxidase darstellen, als DHEA
und auch Pregnenolon selbst. Es ist auch nicht auszuschlielen, dass die Einfiihrung der Hydroxy-
gruppe in Position 78 eine Umlagerung der Doppelbindung von A zu A* verhindert, so dass kein
delokalisiertes 7-Elektronensystem entsteht und die Absorption der Produkte bei 240 nm gerin-
ger ist als die des Substrats. Aus diesen Griinden wurde sowohl fiir die DHEA-, als auch fiir die
Pregnenolon-Reaktion an dieser Stelle auf eine Quantifizierung der Produktbildung verzichtet.
Die Umstellung von HPLC-grade zu gradient-grade-Losemittel konnte die HPLC-Analyse der
DHEA-Umsetzung bei 210 nm gemacht werden (s.u.). Die Pregnenolonprodukte lieBen sich al-
lerdings nicht detektieren, so dass die Analaysen der Pregnenolonumsiitze nachfolend ausschliel3-

lich mittels DC erfolgten.
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Abbildung 5.18: HPLC-Chromatogramm der in vitro Umsetzung von DHEA: Das rekonstituierte En-
zymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 15 min in 500 ul HEPES pH 7,4. Der Reakti-
onsansatz wurde zweimal mit je 500 ul Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit ACN/H,0 40/60 als mobiler Phase, die Detektion bei 240 nm.
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Abbildung 5.19: HPLC-Chromatogramm der in vitro Umsetzung von Pregnenolon: Das rekonstituier-
te Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 15 min in 500 ul HEPES pH 7.4. Der Reakti-

onsansatz wurde zweimal mit je 500 1 Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit ACN/H,0 40/60 als mobiler Phase, die Detektion bei 240 nm.

Die beiden Steroidmedikamente Dexamethason und Prednison wurden durch CYP106A2 in
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vitro in je ein hydroxyliertes Produkt iiberfiihrt. Dexamethason (Tr 2,92 min) reagierte zu ca.
47 % zu einem Reaktionsprodukt (Tr 1,30 = min). Prednison (Tr 2,358 min) wurde fast vollstédn-
dig (ca. 95 %) in ein Hauptprodukt (Tr 1,30 min) iiberfiihrt. Dexamethason ist ein kiinstliches
Derivat von Prednison und unterscheidet sich von diesem dadurch, dass es als zusitzliche Substi-
tuenten ein alphastdndiges Fluor an Position 9 und eine ebenfalls alphastindige Methylgruppe an
Position 16 besitzt. Leider konnten die aus der Reaktion mit CYP106A2 hervorgehenden Produk-
te nicht in ausreichender Menge fiir eine NMR gewonnen werden. Anhand der MS-Messungen
im CNRS konnte gezeigt werden, dass der Massenunterschied nach erfolgter Enzymreaktion
zwischen Prednison (m/z 393,16) zum Produkt (m/z 409,16) genau 16 betrdgt. Dies entspricht
der Addition einer Hydroxygruppe unter Abspaltung eines Protons. Da die Messungen unter po-
sitiver Ionisierung (Anlagerung eines Protons) gemacht wurden, tragen die Analyten alle eine
zusitzliche Masseneinheit von +1. Zudem wurden fiir das Substrat und das Produkt Massen de-
tektiert (m/z 373,20, m/z 355,19 bzw. m/z 389,20, m/z 371,19), welche rechnerisch denen des
Substrats bzw. hydroxylierten Produktes nach ein- bzw. zweimaliger Wasserabspaltung entspre-

chen (s. Anhang).
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Abbildung 5.20: HPLC-Chromatogramm der in vitro Umsetzung von Prednison: Das rekonstituierte
Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 15 min in 500 ul HEPES pH 7.4. Der Reakti-
onsansatz wurde zweimal mit je 500 ul Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit ACN/H,0 40/60 als mobiler Phase, die Detektion bei 240 nm.
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Abbildung 5.21: HPLC-Chromatogramm der in vitro Umsetzung von Dexamethason: Das rekonstituier-
te Enzymsystem bestand aus 0,25 uM CYP106A2, 1 uM AdR und 5 uM Adx sowie einem NADPH-
Regenerationssystem. Die Reaktion erfolgte bei 30 °C fiir 15 min in 500 ul HEPES pH 7,4. Der Reakti-
onsansatz wurde zweimal mit je 500 ul Ethylacetat extrahiert und mittels HPLC analysiert. Die Trennung
erfolgte isokratisch mit ACN/H,0 40/60 als mobiler Phase, die Detektion bei 240 nm.

75



5.2 Identifikation der Reaktionsprodukte mittels Ganzzellbiokatalyse 5 ERGEBNISSE

5.2 Identifikation der Reaktionsprodukte mittels Ganzzellbiokatalyse

Mit Hilfe der HPLC, TLC bzw. LC-MS konnte gezeigt werden, dass die neu identifizierten
CYP106A2-Substrate zu potentiell hydroxylierten Produkten iiberfiihrt werden. In Ermangelung
von HPLC-Standards ist es allerdings nicht moglich, anhand dieser Daten die Position der Hydro-
xylierung zu bestimmen. Um die Struktur der Reaktionsprodukte zu 16sen, sollte daher die Me-
thode der NMR-Spektroskopie angewandt werden, fiir die allerdings, je nach Reinheit, verhiltnis-
miBig groBe Mengen Produkt (ca. 2 - 10 mg) vorliegen miissen. In vitro Rekonstitutionsassays
eignen sich nur bedingt zur Herstellung solcher Mengen, da aufwendig gereinigtes Enzym und
vor allem stochiometrische Mengen des teuren Elektronendonors NADPH zur Verfiigung gestellt
werden miissen. Diese Limitierungen konnen durch in vivo Biokonversionen umgangen werden.
Zur Herstellung der Reaktionsprodukte im priparativen Malstab wurde der Bacillus megaterium
Stamm ATCC13368 verwendet, welcher endogen fiir CYP106A2 codiert und das Enzym in der
stationdren Phase exprimiert. Ein cyp/06a2 ko-Stamm, der das Enzym nicht mehr bildet, da statt
seiner ein Tetracyclinresistzengen in das Genom integriert wurde, diente als Kontrolle.

Die B. megaterium Zellen wurden in einem komplexen Vollmedium bestehend aus Hefeex-
trakt, Soyton und Glycerin kultiviert, welches mit einem Kaliumphosphatpuffer auf einen pH
von 7,4 eingestellt wurde. Dieses Medium wurde in der Vergangenheit bereits erfolgreich bei
der Herstellung hydroxylierter Terpenoide verwendet [75]. Es unterscheidet sich von dem von
Berg et. al. in den 1970er und 80er Jahren verwendetete Medium in seiner Zusammensetzung,
in der hier vorliegenden Arbeit wurden 25 g statt 40 g Hefeextrakt, 12,5 g statt 16 g Sojaboh-
nenextrakt und pH 7,4 statt pH 7,2 verwendet. In zellfreien Lysaten von B. megaterium konnte
in dieser Arbeit nach Kultivierung in Schikanekolben ein P450-Gehalt von 135 nmol nach 24-
stiindiger Bebriitung gemessen werden. Im A-cypl06a2-Stamm konnte erwartungsgemaif kein
Cytochrom P450 nachgewiesen werden [63]. Verglichen mit den von Berg et al. publizierten
Expressionsraten von ca. 40 nmol/l Kultur, ist der P450-Gehalt nach Kultivierung in Schikan-

ekolben ca. dreimal so hoch. Bleif konnte, ebenfalls durch Verwendung von Schikanekolben, ein
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Expressionslevel im B. megaterium Expressionsstamm MS941_CAA fiir CYP106A2 von 264
nmol/l Kultur nachweisen. Weitere Kultivierungsbedingungen, wie die Verwendung zusitzlicher
Kohlenstoffquellen zur Steigerung der Expression wurden von Maximilian Erhardt im Rahmen
einer, von mir betreuten, Bacheloarbeit bearbeitet. Er konnte mit dem von Bleif entwickelten

Expressionssystem bis zu 1000 nmol CYP106A2 pro Liter Expressionskultur nachweisen.
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Abbildung 5.22: CO-Differenzspektroskopie von B. megaterium ATCC13368 (kompakte Linie) und dem
respektiven ko-Stamm (gestrichelte Linie) Lysaten nach 24 h Kultivierung bei 30 °C in soytonhaltigem
Komplexmedium.

5.2.1 Steroidderivate: Prednison, Dexamethason, Digitoxigenin

Die B. megaterium Zellen setzten das Substrat Digitoxigenin sehr unselektiv zu mindestens fiinf
Reaktionsprodukten um (Rt P1 = 1,21 min, P2 = 1,317, P3 = 1,857, P4 = 2,350, PS5 = 3,267).
Die potentiellen CYP106A2 Reaktionsprodukte eluieren sehr frith von der Sédule und es wurde
unter den gewdhlten Bedingungen keine Basislinientrennung erreicht (s. Abb.5.23). Zur besse-
ren Trennung der Mediumbestandteile von den Umsatzprodukten wurde im Gegensatz zu den in

vitro Reaktionen ein polareres Laufmittelgemisch (ACN/H,O 30/70) eingesetzt. Das vermeint-
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liche Hauptprodukt der Reaktion eluiert dennoch zusammen mit dem Injektionspeak, und ist
nur sehr schwer von den stammeigenen Nebenprodukten zu unterscheiden, die hervorgehen aus
der Verstoffwechselung des Mediums durch B. megaterium. Dariiberhinaus wurde das vermeint-
liche zweite Hauptprodukt der Reaktion von CYP106A2 mit Digitoxigenin ebenfalls nach In-
kubation mit dem ko-Stamm detektiert (s. Abb. 5.23). Das hydrophilere Hauptprodukt konnte
eine durch CYP106A2 hydroxylierte Spezies dieses Zwischenproduktes darstellen. Der Wechsel
der stationidren Phase, etwa zu einem Material mit gednderter Hydrophobizitit oder sterisch an-
spruchsvollen Substituenten, konnen eine Verbesserung der Trennleistung mit sich bringen, die

es ermoglichen wiirde, die beobachteten Reaktionsprodukte voneinander zu trennen.
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Abbildung 5.23: HPLC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von Digitoxigenin mit B. megaterium
ATCC13368. 100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C inku-
biert. Die Kulturen wurden zu 500 ul beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ethylacetat gestoppt
und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in ACN/H,0O (30/70) gelost
und in die HPLC eingesetzt. Die Detektion der Analyten erfolgte bei 240 nm. Als mobile Phase diente ein
Gemisch aus ACN/H,0O (30/70), die Trennung wurde auf einer MNS-RPC18 Séule durchgefiihrt.

Das Steroidderivat Prednison wird ebenfalls sowohl von den wt als auch den CYP106A2 de-
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fizienten Bacillus Zellen verstoffwechselt. Bei der Interaktion mit dem ko-Stamm entstehen aus
Prednison (Tr 4,34 min) drei Reaktionsprodukte (Tr P1 = 1,12 min P2 = 1,93 min und P3 =
4,53 min) (s. Abb. 5.24). Interessanterweise eluiert P3 bei isokratischer Trennung spiter als Pred-
nison von der Sédule, was darauf hindeutet, dass es sich um ein weniger hydrophiles Produkt
handeln konnte. Eine Hydroxylierungsreaktion ist daher auszuschlieen. Hochstwahrscheinlich
ist es ein Nebenprodukt aus einer Reaktion mit anderen B. megaterium-eigenen Enzymen. Ahn-
lich wie es bereits fiir die Betulinsdure beschrieben ist, konnte eine zelleigene Dehydrogenase
eine der Hydroxygruppen des Enzyms zu einer Ketogruppe oxidiert haben [89]. Moglicherwei-
se fithrt aber auch die Einfiihrung einer zusitzlichen Hydroxygruppe zu einer Eliminierung von
Wasser unter Bildung einer Doppelbindung. Ein solches Produkt wiirde auf der HPLC ebenfalls
langer zuriickgehalten. Nach vier Stunden konnten fast 90 % des Prednisons vom ko-Stamm
verstoffwechselt werden. Der wt-Stamm bildete ebenfalls Reaktionsprodukte von Prednison (Tr
P1 = 1,08 min, P2 = 1,83 min), wobei das vom ko-Stamm gebildete Reaktionsprodukt nicht
detektiert wurde.

Da weder fiir Digitoxigenin oder Prednison noch Betulin Reaktionsprodukte identifiziert wer-
den konnten, die sich zweifelsfrei auf die Reaktion des Substrates mit CYP106A2 zuriickfithren

lassen, wurde auf eine Weiterbearbeitung dieser Substanzen im Rahmen dieser Arbeit verzichtet.

79



5.2 Identifikation der Reaktionsprodukte mittels Ganzzellbiokatalyse 5 ERGEBNISSE

200 +
150
——O0h
—_— ko4 h
5
<
50 -
O_—ﬁJ' T T T T |
0 2 4 6 8 10

T, [min]

Abbildung 5.24: HPLC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von Prednison mit B. megaterium AT-
CC13368. 100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C inku-
biert. Die Kulturen wurden zu 500 ul beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 u1 Ethylacetat gestoppt
und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in ACN/H,O (30/70) gelost
und in die HPLC eingesetzt. Die Detektion der Analyten erfolgte bei 240 nm. Als mobile Phase diente ein
Gemisch aus ACN/H,0O (30/70), die Trennung wurde auf einer MNS-RPC18 Saule durchgefiihrt.

Dexamethason (TR 7,61) wurde weder vom wt- noch vom ko-Stamm in nennenswertem Mal3e
umgesetzt (s. Abb. 5.25). Nach vier Stunden Inkubation sind noch 90 % des Substrates vorhan-
den. Die Differenz in der Menge des Substrates von 10 % ist darauf zuriickzufiihren, dass Dexa-
methason in die Zellen eindringen kann und sich dadurch die Extraktionseffizienz verringert, so
dass weniger Substrat riickgewonnen werden konnte. Allerdings wurde die Extraktionseffizienz
von Dexamethason aus B. megaterium nicht niher bestimmt. Aber es konnten keine spezifischen
Reaktionsprodukte identifiziert werden, was die Vermutung, dass die Abnahme nicht durch ei-
ne Reaktion begriindet ist, bestétigt. Lediglich die B. megaterium eigenen Stoffwechselprodukte

konnten detektiert werden.
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Abbildung 5.25: HPLC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von Dexamethason mit B. megaterium
ATCC13368. 100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C inku-
biert. Die Kulturen wurden zu 500 ul beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 u1 Ethylacetat gestoppt
und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in ACN/H,O (30/70) gelost
und in die HPLC eingesetzt. Die Detektion der Analyten erfolgte bei 240 nm. Als mobile Phase diente ein
Gemisch aus ACN/H,0O (30/70), die Trennung wurde auf einer MNS-RPC18 Saule durchgefiihrt.

5.2.2 Dipterocarpol

Dipterocarpol konnte vom B. megaterium erfolgreich in zwei Hauptprodukte (R¢ 0,6; 0,214) und
vier Nebenprodukte (R¢ 0,4; 0,38; 0,142 and 0,00285) umgewandelt werden, dagegen reagierte
es nicht mit dem CYP106A2 defizienten ko-Stamm (s. Abb. 5.26). Die R¢-Werte der vom wt
gebildeten Hauptprodukte stimmen mit denen der in vitro Reaktion iiberein. Das zudem keine
Produktbildung nach Interaktion mit dem ko-Stamm stattfand, beweist, dass die gebildeten Pro-

dukte aus der Reaktion von Dipterocarpol mit CYP106A2 hervorgehen.
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Abbildung 5.26: DC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von Dipterocarpol mit B. megaterium AT-
CC13368. 100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C in-
kubiert. Die Kulturen wurden zu 500 ul beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ethylacetat
gestoppt und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in Ethylacetat gelost
und auf TLC-Platten aufgetragen. Die Detektion der Analyten erfolgte durch Farbung der entwickelten
Platte mit einem Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz-Tauchbad. Als mobile Phase diente ein Gemisch
aus Hexan/Ethylacetat (50/50), die Trennung wurde auf einer Kieselgel-60 DC-Platte durchgefiihrt.

Um ausreichende Mengen fiir eine NMR zu erhalten, wurde der Ganzzellumsatz in grof3e-
rem MaBstab durchgefiihrt. Dazu wurden vier 2 1 Erlenmeyer-Schikanekolben mit je 250 ml
Komplexmedium befiillt und der Ganzzellumsatz somit in insgesamt 1 1 Komplexmedium bei
30 °C fiir 24 h durchgefiihrt. Die Riickgewinnung des Substrates bzw. der Produkte erfolgte
durch Fliissig-Fliissig-Extraktion mit Ethylacetat. Nach Reinigung des gewonnenen Extraktes
iber eine Kieselgel-60 Sédule konnten aus 150 mg Dipterocarpol 10 mg des ersten Reaktionspro-
duktes und 2 mg des zweiten Reaktionsproduktes erhalten werden. Zur Bestimmung der exakten
Hydroxylierungsposition wurden mit den gereinigten Produkten NMR-Analysen durchgefiihrt.
Alle in dieser Arbeit gezeigten NMR-Messungen und Analysen der Daten wurden freundlicher-
weise von Herrn Dr. Zapp (Pharmazeutische Biologie) durchgefiihrt. Das erste Hauptprodukt
aus der Reaktion von Dipterocarpol mit CYP106A2 (R = 0,6) konnte mittels NMR als 7f3-
Hydroxydipterocarpol identifiziert werden (s. Abb. 7.2 im Anhang). Das zweite Hauptprodukt

der Reaktion konnte als zweifach hydroxylierte Spezies von Dipterocarpol identifiziert werden.
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Die NMR-Daten zeigten dabei erneut Signale einer -stindigen Hydroxygruppe an C-7 (8y 3,79
und d¢ 74,25). Die zweite zusitzliche Hydroygruppe konnte am C-11 (¢ 70,69) lokalisiert wer-
den. Die aus den NMR-Daten erhaltenen Strukturen lassen den Schluss zu, dass Dipterocarpol
zunichst zu 7-Hydroxydiptercaropol umgesetzt wird, welches dann weiter zum zweifachhydro-

xylierten 73,11 a-Dihydroxydipterocarpol reagiert (s. Abb. 5.27).
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Dipterocarpol 7B-Hydroxydipterocarpol
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HO l ; HO
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7B-Hydroxydipterocarpol 7B,11a-Dihydroxydipterocarpol

Abbildung 5.27: Schema der Reaktion von Dipterocarpol zu 7f-Hydroxydipterocarpol (7-OH-D) und
von 7f-Hydroxydipterocarpol zu 7f,11a-Dihydroxydipterocarpol.

Es dringte sich die Frage auf, ob die Bildung von 7,11a-Dihydroxydipterocarpol erst nach
Abdissoziation des 7p-Hydroxydipterocarpol und erneuter Anlagerung erfolgt oder ob das Sub-

strat im aktiven Zentrum gedreht wird, so dass nacheinander beide Positionen iiber dem Him
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platziert werden. Ein monohydroxyliertes 11a-Hydroxydipterocarpol konnte in dieser Arbeit
nicht isoliert werden, aber es wurden Produkte detektiert, die zwischen dem einfach- und zwei-
fachhydroxylierten Produkten eluierten. Um der Antwort auf diese Frage einen Schritt niher zu
kommen, wurden mit beiden Produkten Differenzspektren mit CYP106A2 aufgezeichnet, um
eine Bindung im aktiven Zentrum erstens nachzuweisen und zweitens iiber die etwaigen Bin-
dungskonstanten Auskunft iiber die Affinitdt zum Enzym zu erhalten. Die Spektren wurden mit
10 uM CYP106A2 in 50 mM Kaliumphosphatpuffer aufgenommen. Das erste Reaktionsprodukt,
7B-OH-D, induziert im CYP106A2 keinen Spin-Shift. Im Spektrum ist lediglich die Abnahme
der Soret-Bande bei 417 nm zu beobachten, die sich durch die Verdiinnung der Probe durch die
Substratzugabe erkldren ldsst. Anders sieht es dagegen in Anwesenheit von 73,11a-D aus. Das
zweifachhydroxylierte Produkt induziert bei Zugabe von 7,5 bzw. 20 uM einen HS-Shift. Bei
weiterer Zugabe von 7f3,11a-D zeigt sich allerdings auch eine Steigerung der Absorption bei
420 nm, es ergibt sich demnach kein Typ I-Spektrum, sondern ein Mischspektrum aus Typ I und
Typ II. Weil sich aus dem Mischspektrum nicht ohne Weiteres auf die Affinitét schlieBen ldsst,

wurde auf eine weitere Titration verzichtet.
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Abbildung 5.28: Differenzspektren von CYP106A2 nach Zugabe von 0, 7,5 und 20 uM 783-
Hydroxydipterocarpol (gelost in DMSO). Die Spektren wurden von 300 - 500 nm bei Raumtemperatur
mit 10 uM Enzym in 50 mM KPP aufgenommen.
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Da mittels Differenzspektroskopie keine Aussage iiber das Bindeverhalten von 7f-Hydroxy-
dipterocarpol gemacht werden konnte, daher wurden die Dipterocarpolprodukte sowohl im in
vitro rekonstituierten System als auch in vivo auf Reaktion mit CYP106A2 getestet. Das monohy-
droxylierte 7-Produkt wurde nach 30 min bei 30 °C (100 uM Substrat mit 0,5 uM CYP106A2)
zu ca. 50 % zu 7B,11-D umgesetzt, welches selbst anscheinend kein Substrat des CYP106A2
darstellt. Es konnte kein Produkt aus dieser Reaktion festgestellt werden. Diese Umsetzungen
wurden von Fr. Eva Luxemburger am Helmbholtzinstitut fiir Infektionsforschung freundlicherwei-
se auch mittels LC-MS analysiert und es konnten nach der in vitro Reaktion keine weiteren (drei
oder mehrfach) hydroxylierten Reaktionsprodukte nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
Im néchsten Schritt wurde daher untersucht, ob die bei der in vivo Reaktion auftretenden Produk-
te aus der Reaktion mit anderen Enzymen des B. megaterium stammen.

Interessanterweise wurden beide Produkte vom wt B. megaterium Stamm zu weiteren polare-
ren Produkten umgesetzt (s. Abb. 5.30), wihrend nach Interaktion mit dem ko-Stamm zwar eben-
falls Nebenprodukte aus dem Stoffwechsel der Bakterien isoliert wurden, aber keine Produkte,
die eindeutig auf eine Reaktion der Dipterocarpolprodukte mit den Bakterien zuriickgefiihrt wer-
den konnten. 73-OH-D reagierte mit den ATCC13368-Zellen zu drei Produkten Ry(He/EE 4/5)
P1=0,43 (7B,11a-OH-DIPT), R¢(He/EE 4/5) P2 = 0,32, P3 =0,19. 73,11 ¢-OH-DIPT reagierte
zu zwei Produkten R¢(He/EE 4/5) P1 = 0,32 und P2 = 0,174. Es ist davon auszugehen, dass die
detektierten Reaktionsprodukte Derivate von 7f3,11a-OH-D darstellen, da sie in den Umsitzen
von 7-OH-D und 7f3,11a-OH-D vorhanden sind. Es konnte nicht geklirt werden, warum diese
Reaktionsprodukte nur nach Reaktion mit dem ATCC13368-Stamm erscheinen, nicht aber nach
Reaktion mit dem CYP106A2-defizienten ko-Stamm, obwohl keine Reaktivitit von CYP106A2

gegeniiber den Produkten in vitro nachgewiesen werden konnte (s. Abb. 5.29).
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Abbildung 5.29: DC-Chromatogramm der Umsetzungen der Dipterocarpolprodukte in vitro. Als mobi-
le Phase wurde ein Losemittelgemisch von He/EE (je 50 % (v/v) verwendet. 7-Hydroxydipterocarpol
reagierte mit dem in vitro rekonstituiertem CYP106A2 Enzymsystem (0,5 uM CYP106A2, 10 uM Adx,
5 uM AdR, 50 mM HEPES pH 7.4, 30 °C, 30 min) zu 7f3,11a-Dihydroxydipterocarpol (linke Spalte),
wihrend das zweifachhdyroxylierte Produkt in vitro nicht umgesetzt wurde (rechte Spalte).
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Abbildung 5.30: DC-Chromatogramm der Umsetzung der Dipterocarpolprodukte mit 1,5 ml einer fri-
schen B. megaterium ATCC13368 16 h-Kultur. Je 200 uM Produkt wurden fiir 60 min bei 30 °C und
1000 upm mit den Zellen inkubiert. Die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ethylacetat gestoppt und
extrahiert. Als mobile Phase diente Losemittelgemisch von He/EE 4/5 (v/v). In vivo reagierten beide
Produkte mit dem wt-Stamm zu mehreren unbekannten Reaktionsprodukten. Auch in den Proben nach
Inkubation mit dem ko-Stamm sind unbekannte Produkte, teilweise mit gleichen Retentionsstrecken wie
die des wt-Stammes vorhanden.
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5.2.3 Steroide: Pregnenolon und DHEA

Die Umsetzung von Pregnenolon und DHEA mit B. megaterium im Komplexmedium konnte
nicht mittels HPLC analysiert werden. Wie oben bereits erwéhnt, verfiigen beide nicht iiber ein
delokalisiertes -Elektronensystem, absorbieren daher nicht bei 240 nm oder 254 nm. Die Reak-
tion mit der Cholesteroloxidase kann zur Sichtbarmachung von DHEA und Pregnenolon, nicht
aber fiir die der Reaktionsprodukte eingesetzt werden. Steroide und Terpenoide konnen auch bei
210 nm detektiert werden, allerdings iiberlagerte Absorption der Mediumriickstinde die Mes-
sung zu stark. Die Umstellung zu gradient-Grade-Losemittel brachte hier keinen Erfolg. Daher
wurden die Umsétze mittels DC untersucht.

B. magterium ATCC13368 setzte Pregnenolon in ein Haupt- und ein Nebenprodukt ((R¢ (EE)
= 0,40 und 0,23) um. Nach Inkubation mit dem ko-Stamm konnte keine Produktbildung detek-
tiert werden. Das Hauptprodukt der Reaktion konnte in ausreichender Menge und Reinheit fiir
eine NMR hergestellt und mit dieser als 7f-Hydroxypregnenolon identifiziert werden (s. An-
hang). Pregnenolon reagiert demnach wahrscheinlich ohne Ausbildung eines Zwischenproduk-
tes mit CYP106A2 zu 7B-Hydroxypregnenolon (s. Abb. 5.32). Das zweite Reaktionsprodukt
konnte nicht in ausreichender Menge und Reinheit fiir eine NMR gewonnen werden. Es ist aber
mit hoher Wahrscheinlichkeit das 7¢-Stereoisomer, in Analogie zur Umsetzung von DHEA mit
CYP106A2 (s.u.). Nach Umsetzung von 130 mg Pregnenolon in 1 1 Kultur konnten nach Reini-
gung iiber eine Kieselgelsdule 8 mg 7f-Hydroxypregnenolon isoliert werden. Da die Ausbeute
an 7PB-Hydroxypregnenolon aus dem in vivo Umsatz gerade ausreichend war fiir eine NMR und
zudem das zweite Reaktionsprodukt nicht identifiziert werden konnte, wurde an dieser Stelle auf

weitere Untersuchungen hinsichtlich der Reaktion verzichtet.
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Abbildung 5.31: DC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von Pregnenolon mit B. megaterium AT-
CC13368. 100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C inku-
biert. Die Kulturen wurden zu 500 ul nach 4 h beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ethylacetat
gestoppt und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in 30 ul Ethylacetat
gelost und 2 pl auf DC-Platten aufgebracht. Die Trennung erfolgte auf Silicagel-60 DC-Aluplatten mit
reinem Ethylacetat als mobiler Phase. Substrat und Reaktionsprodukte wurden durch Firbung mit einem
Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz sichtbar gemacht.

CYP106A2

Y
HO \v HO OH

NADPH NADP*
H* H,0
02

Pregnenolon 7B-Hydroxypregnenolon

Abbildung 5.32: Schema der Reaktion von Pregnenolon mit CYP106A2 zu 7-B-Hydroxypregnenolon
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Abbildung 5.33: DC-Chromatogramm der in vivo Umsetzung von DHEA mit B. megaterium ATCC13368.
100 uM Substrat wurden mit 50 ml einer frischen 16 h Kultur B. megaterium bei 30 °C inkubiert. Die
Kulturen wurden zu 500 pl nach 4 h beprobt, die Reaktion durch Zugabe von 500 ul Ethylacetat ge-
stoppt und extrahiert. Nach Trocknen der organischen Phase wurde das Residuum in 30 ul Ethylacetat
gelost und 2 ul auf DC-Platten aufgebracht. Die Trennung erfolgte auf Silicagel-60 DC-Aluplatten mit
reinem Ethylacetat als mobiler Phase. Substrat und Reaktionsprodukte wurden durch Fiarbung mit einem
Anisaldehyd-Schwefelsdurereagenz sichtbar gemacht.

Die Umsetzung von DHEA mit B. megaterium ATCC13368 wt-Stamm resultierte in der Bil-
dung von einem Haupt- und einem Nebenprodukt (R¢ (EE) = 0,41 und 0,29). Auch fiir die Reak-
tion von DHEA mit den Bakterien wurde durch Verwendung des ko-Stammes gezeigt, dass die
gebildeten Produkte aus der Reaktion mit CYP106A2 hervorgehen, da sie nur nach Reaktion mit
den wt-Zellen auftreten (s. Abb. 5.33). Die Nebenprodukte, die direkt am Start auftreten, sind mit
groBer Wahrscheinlichkeit Nebenrpodukte aus dem Stoffwechsel der Zellen, da sie in fast allen
in vivo Proben auftreten. Beide Reaktionsprodukte konnten iiber eine Kieselgelsdule gereinigt
und mittels NMR identifiziert werden. Produkt 1 (R¢ (EE) = 0,41) ist das monohydroxylierte 7f3-
OH-DHEA und Produkt 2 (R¢ (EE) = 0,29) sein alpha-stindiges Stereoisomer 7a-OH-DHEA.
Nach Umsetzung von 115 mg DHEA in 1 1 B. megaterium-Kultur konnten 43 mg 73-OH-DHEA

und 4 mg 7o.-DHEA gewonnen werden.
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Abbildung 5.34: Schema der Reaktion von DHEA mit CYPI06A2 zu 7--
Hydroxydehydroepiandrosteron und 7-Hydroxydehydroepiandrosteron
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5.3 Charakterisierung der Umsiitze von Dipterocarpol und DHEA

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Ganzzellbiokatalyse von Dipterocarpol und DHEA hinsicht-
lich ihres biotechnologischen bzw. pharmazeutischen Potentials untersucht werden. Dipterocar-
pol ist aus pharmazeutischer Sicht aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu den bioaktiven
Inhaltsstoffen der Ginsengpflanzen (Panax ginseng C.A.Mey und Panax notoginseng), den so-
genannten Ginsenosiden (Ginsenoside Rgl und Rbl) interessant. Dipterocarpol ist ein Haupt-
bestandteil des Dammarharzes, vorkommend in allen Mitgliedern der Familie der Dipterocar-
paceae, womit es um ein Vielfaches haufiger und gleichsam billiger ist als die Triterpenoide
des Ginseng. Besonders interessant ist das zweifach hydroxylierte 73,11a-OH-D, welches bis-
her noch nicht beschrieben wurde. Dass es sich hierbei um eine neue Substanz handelt, macht
7B,11a-OH-D fiir pharmakologische Untersuchungen iiberaus attraktiv. 73-OH-DHEA und 7 -
OH-DHEA werden in der Literatur beziiglich ihrer Rolle als Neurosteroide, vor allem hinsicht-
lich immunmodulatorischer Wirkung diskutiert [94]. Daher ist die biotechnologische Herstellung

dieser Substanzen ein lohnenswerter Prozess, der im Folgenden eingehender untersucht wurde.

5.3.1 Dipterocarpol

5.3.1.1 Michaelis-Menten-Kinetik der in vitro Reaktion Zur Charakterisierung der Hydro-
xylierung von Dipterocarpol durch CYP106A2 wurde zunichst versucht, die maximale Reak-
tionsgeschwindigkeit vy, sowie die Michaeliskonstante Ky in vitro zu ermitteln. Unter An-
nahme einer steady state-Situation (t = 2 min, Umsatzrate max. 20 %) wurden die apparenten
kinetischen Parameter mittels Endpunkt-Enzymkinetik-Messungen ermittelt. Dazu wurde die
Produktbildung mittels Diinnschichtchromatographie analysiert, die erhaltenen Spotintensitéiten
gegen die eingesetzte Dipterocarpolkonzentration aufgetragen und die kinetischen Konstanten
durch hyperbolische Regression errechnet. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von Dipterocar-
pol in wisserigen Losungen und der Sensitivitét des in vitro Enzymsystems gegeniiber polaren,

organischen Losungsmitteln wie Ethanol oder DMSO (max. 3 %) wurden maximal 400 uM
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Dipterocarpol zur Reaktion gegeben. Dadurch gelang es nicht, eine Substratsittigung der Reak-
tion zu erreichen. Die dargestellten kinetischen Parameter sind daher nur Ndherungswerte der
tatsdchlichen Reaktion. Um eine genaue Aussage iiber die Reaktionsgeschwindigkeiten treffen
zu konnen, sind eingehendere Studien notig. Die Reaktionsgeschwindigkeit und die Michaelis-
Konstante konnten fiir die Gesamtreaktion nicht bestimmt werden, die apparente maximale Re-
aktionsgeschwindigkeit VPP betrdgt 347 £+ 97 nmol/nmolP450/min. Lediglich fiir die Re-
aktion von Dipterocarpol zum zweifachhydroxylierten 7f,11a-Dihydroxydipterocarpol konnte
eine Sittigung der Enzymreaktion erreicht werden. CYP106A2 hydroxyliert Dipterocarpol zu
78,11 a-Dihydroxydipterocarpol mit einer apparenten maximalen Geschwindigkeit von v,x*PP
von 18 = 1 nmol/nmolP450/min. Der hohe Kjy; Wert fiir die Gesamtreaktion konnte als Hinweis
auf eine niedrige Substrataffinitit fehlgedeutet werden, im Falle einer mehrstufigen Enzymreak-
tion ist der Ky-Wert allerdings kein direktes Mal3 mehr fiir die Substrataffinitiit. Es konnte nicht
geklirt werden, wie Ky bzw. vipax Werte sich fiir jede Reaktion verhalten, da die Reaktion iiber
das 7B-Zwischenprodukt zur dihydroxylierten Spezies auBerordentlich schnell verlduft. Zudem
ist die Natur der Nebenprodukte nicht bekannt. Hochstwahrscheinlich ist eines der Nebenproduk-
te das 11-OH-D, welches ebenso wie das 73-OH-D mit CYP106A2 zu 78,11 a-OH-D reagiert.
Die Reaktion von Dipterocarpol mit CYP106A2 ist damit mit einer einfachen Enzymkinetik
nicht einwandfrei zu beschreiben. Zukiinftig wird es erforderlich sein, die gebildeten Zwischen-
produkte zu isolieren und identifizieren. Die Ermittlung der kinetischen Parameter fiir jede der
stattfindenden Einzelreaktionen wird erst eine genaue Auskunft iiber die Umsetzungeschwindig-

keiten und Affinititen der Zwischenprodukte liefern.
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Abbildung 5.35: Michaelis-Menten Kinetik der Reaktion von Dipterocarpol mit CYP106A2 im in vitro
rekonstituierten System (AdR 0,5 uM, Adx 5 uM, CYP 0,25 uM, HEPES 50 mM pH 7.4 supplementiert
mit 0,05 % Tween20). Die Reaktionsansitze wurden mit Dipterocarpol (0 bis 400 uM in ethanolische Lo-
sung (3 % v/v) versetzt, die Reaktion mit 30 °C warmen NADPH (500 uM) gestartet und nach 2 min mit
250 ul Ethylacetat gestoppt und zweimal extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, getrocknet
und mittels DC analysiert. Die relativen Spotintensititen wurden mit dem Programm ImageLab errechnet
und gegen die eingesetzte Dipterocarpolkonzentration aufgetragen. Die Errechnung der Michaeliskonstan-
ten erfolgte durch hyperbolische Regression des resultierenden Plots mit OriginPro8.6
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Abbildung 5.36: Michaelis-Menten Kinetik der Bildung von 7f8,11a-D aus Dipterocarpol durch
CYP106A2 im in vitro rekonstituierten System (AdR 0,5 uM, Adx 5 uM, CYP 0,25 uM, HEPES 50 mM
pH 7,4 supplementiert mit 0,05 % Tween20). Die Reaktionsansitze wurden mit Dipterocarpol 3 % v/v
ethanolische Losung (0 bis 400 uM) versetzt, die Reaktion mit 30 °C warmen NADPH (500 uM) gestartet,
nach 2 min mit 250 ul Ethylacetat gestoppt und zweimal extrahiert. Die organischen Phasen wurden verei-
nigt, getrocknet und mittels DC analysiert. Die rel. Spotintensititen wurden mit dem Programm ImageLab
errechnet und gegen die eingesetzte Dipterocarpolkonzentration aufgetragen. Die Errechnung der Michae-
liskonstanten erfolgte durch hyperbolische Regression des resultierenden Plots mit OriginPro8.6

5.3.1.2 Ganzzellumsatz von Dipterocarpol Zunichst wurde die Umsetzung von 200 uM Di-
pterocarpol in 50 ml frischer B. megaterium Ubernachtkultur iiber einen Zeitraum von 24 h ver-
folgt. Die Kultur wurde dazu in unterschiedlichen Abstédnden beprobt (0, 2, 4, 8, 12, 24 h) mit
Ethylacetat extrahiert und die Umsetzung mittels DC untersucht (s. Abb. 5.38). Nach 24 h ver-
stoffwechselten die B. megaterium Zellen 200 uM Dipterocarpol zu 84 %, davon waren 36 %
das monohydroxylierte 73-OH-D und 41 % 7,11-OH-D und 33 % nicht-identifizierte Neben-
produkte (s. Abb. 5.38). Interesanterweise konnte auch nach ldngerer Kultivierungsdauer nicht
mehr Dipterocarpol umgesetzt werden. Die Biokonversion stoppte bei 83,5 %, 100 % Umsatz
wurden nicht erreicht. Daher betréigt die (theoretische) Ausbeute fiir 78-OH-D 36,7 % mit einer
Selektivitit der Reaktion ¢ von 0,44. Die Ausbeute von 7f,11a-OH-D betriigt 40,9 % mit einer

Selektivitiat ¢ von 0,49 (s. Tab. 5.48).
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Tabelle 5.37: Maximale Ausbeute von 73-OH-D und 78,11a-OH-D nach der Umsetzung von Diptero-
carpol durch B. megaterium ATCC13368 mit einer Umsatzrate ¥ von 83,5 % in 24 h.

Produkt Ausbeute (np) Selektivitit o
7B-OH-D 36,7 % 0,44
7B,11-OH-D 40,9 % 0,49

Insgesamt konnten aus 150 mg Dipterocarpol nach Reinigung iiber Kieselgel-60 10 mg 73-
OH-D und 2 mg 7f,11a-OH-D erhalten werden. Die Ausbeute betrigt damit 6,66 % fiir das

monohdyroxylierte und 1,33 % fiir das zweifachhydroxylierte Reaktionsprodukt.
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Abbildung 5.38: Substratverbrauch (a) bzw. Produktbildung (b) nach Umsetzung von 200 uM Diptero-
carpol mit B. megaterium ATCC13368 Zellen in soytonhaltigem Komplexmedium. Die Umsetzungen er-
folgten bei 30 °C, 150 upm. Dipterocarpol wurde in 5 ml Ethanol geldst und zum Zeitpunkt t0 zugegeben.
Die Beprobung erfolgte nach 0, 1, 2, 4 und 24 h zu je 500 ul. Die Proben wurden extrahiert, evaporiert
und schlieBlich mittels DC analysiert.

Der Einfluss des Dipterocarpolumsatzes auf das Wachstum von B. megaterium wurde durch

Aufnahme einer Wachstumskurve in Anwesenheit von 250 uM Dipterocarpol (2,5 ml ethanoli-
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Abbildung 5.39: Wachstumskurve von B. megaterium ATCC13368 in Komplexmedium (1x KPP pH 7.4)
bei 30 °C in 50 ml Erlenmeyerkolben mit Schikanen bei 150 upm. Gezeigt sind die erhaltenen Kurven
nach Zugabe von 5 ml Ethanol (leere Késtchen) und 250 uM Dipterocarpol gelost in 5 ml Ethanol (gefiillte
Kistchen) am Ende der initialen Lag-Phase (t = 4 h). Das Wachstum der Zellen wurde iiber 24 h durch
Beprobung und Messen der ODsg; verfolgt.

sche Losung) untersucht. Die Zugabe des Substrates erfolgte nach 4 h Inkubation bei 30 °C (Ende
der anfinglichen Lag-Phase). Als Kontrolle wurde eine Kultur mit derselben Vorkultur beimpft
und nach 4 h mit dem Losungsmittel Ethanol, ebenfalls 2,5 ml, versetzt. Nach ca. 16 h traten bei-
de Kulturen in die stationire Phase ein, wobei die Ethanol-Kultur eine OD357¢ von 19,49 erreichte,
wihrend die mit Dipterocarpol versetzte Kultur nur eine OD57g von 9,7 erreichte (s. Abb. 5.39).
Ob Dipterocarpol toxisch auf die Zellen wirkt, wurde von Fr. Anastasia Zinschenko im Rah-
men ihres Vertiefungspraktikums untersucht. Dazu wurden die Kulturen nach 16 h Inkubation
geerntet und mit steigenden Konzentrationen Dipterocarpol und gleichsam steigenden Mengen
Ethanol versetzt und iiber einen Zeitraum von 4 bis 8 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden
Verdiinnungen von 1:100 bzw. 1:1000 mit Medium hergestellt und auf NB-Agarplatten ausgesit.
Die Zahl der nach 24 h Bebriitung bei 37 °C auf den Platten entstandenen Kolonien wurde mit
einer unbehandelten Kontrolle verglichen. Es konnte dabei keine toxische Wirkung des Substrats

auf die Zellen festgestellt werden.
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5.3.2 DHEA

5.3.2.1 Michaelis-Menten Kinetik der in vitro Reaktion Zur Charakterisierung der Hydro-
xylierung von DHEA durch CYP106A2 wurde zunichst die Reaktionsgeschwindigkeit sowie
die Michaeliskonstante in vitro ermittelt. Unter Annahme einer steady state-Situation (t = 2 min,
Umsatzrate max. 20 %) wurden die kinetischen Parameter mittels Endpunkt-Enzymkinetik Mes-
sungen bestimmt. CYP106A2 setzte DHEA mit einer Geschwindigkeit v von 151 £ 20
nmol/nmolP450/min um. Die Michaelis-Konstante der Reaktion betrug 265 £ 62 uM (s. Abb.5.40.
Damit ist die Geschwindigkeit der Reaktion vergleichbar mit der, die auch bei der Umsetzung
von 3-0x0-A-4-Steroiden, beispielsweise 17 a-Methyltestosteron (vpax = 209 nmol/nmolP450/min),

erreicht wird [78].
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Abbildung 5.40: Enzymkinetik der Reaktion von DHEA mit CYP106A2 in vitro. Das Enzymystem wur-
de mit AdR 0,5 uM, Adx 5 uM und CYP 0,25 rekonstituiert und die Reaktion in uM, HEPES 50 mM
pH 7,4 supplementiert mit 0,05 % Tween20 durchgefiihrt. Die Reaktionsansétze wurden mit DHEA (0
bis 300 uM in ethanolische Losung (3 % (v/v))) versetzt, die Reaktion mit 30 °C warmen NADPH (500
UM) gestartet und nach 2 min mit 250 ul Ethylacetat gestoppt und zweimal extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, bis zur Trockne in der SpeedVac evaporiert und mittels HPLC analysiert. Die
Produktbildung wurde iiber die Peakflache in Relation zur Substratabnahme ermittelt. Die Reaktionsge-
schwindigkeit und die Michaelis-Konstante wurden durch hyperbolische Regression der erhaltenen Plots
mit OriginPro8.6. berechnet.

98



5.3 Charakterisierung der Umsiitze von Dipterocarpol und DHEA 5 ERGEBNISSE

5.3.2.2 Ganzzellumsatz von DHEA Bei der Hydroxylierung von DHEA durch B. megateri-
um ATCC13368 wurden die hochsten Umsatzraten erreicht. 200 uM DHEA waren bereits nach
weniger als 8 h vollstindig in hydroxylierte Reaktionsprodukte iiberfithrt worden. Damit erga-
ben sich fiir die Herstellung von 78-OH-DHEA die hochsten in der hier vorliegenden Arbeit
festgestellten maximalen Ausbeuten. Im préaparativen DHEA-Umsatz wurden nach Reinigung

tiber Kieselgel-60 aus 115 mg DHEA 43 mg 73-OH-DHEA und 4 mg 7¢-OH-DHEA erhalten.

Tabelle 5.41: Maximale Ausbeute von 73-OH-DHEA und 7a-OH-DHEA nach der Umsetzung von
DHEA durch B. megaterium ATCC13368 mit einer Umsatzrate ¥ von 100 % in 3 h.

Produkt max. Ausbeute (np) Selektivitit o
7B-OH-DHEA 80 % 0,8
7a-OH-DHEA 20 % 0,2

Zur niheren Charakterisierung wurde der DHEA-Umsatz zeit- und konzentrationsabhiingig
untersucht. In je 50 ml Kultur wurden 50, 75, 100, 200, 300 und 400 uM DHEA zugegeben
und die Umsetzung mittels DC iiber einen Zeitraum von 18 min untersucht. Erstaunlicherweise
konnten selbst 400 uM DHEA innerhalb von 180 min vollstindig umgesetzt werden (s. Abb.
5.42).
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Abbildung 5.42: Zeit- und konzentrationsabhiingige Bildung der DHEA-Reaktionsprodukte mit B. me-
gaterium ATCC13368. Dargestellt sind die erhaltenen Konzentrationen der Einzelprodukte (Quadrate =
7B-OH-DHEA, Kreise = 7a-OH-DHEA) sowie die Gesamtproduktbildung (Dreiecke) in pumol/l. Die
Umsetzungen von 50 - 400 uM erfolgten jeweils in 50 ml frischer 16 h Kultur bei 30 °C und 150 upm
fiir 180 min. Die Kulturen wurden in verschiedenen Abstdnden (0, 15, 30, 60, 120, 180 min) zu 500 ul
beprobt, extrahiert und mittels DC analysiert. Die relative Produktbildung wurde iiber die erhaltenen Spo-
tintensitdten berechnet und gegen die Reaktionszeit aufgetragen.

Die Umsetzungen mit 400 uM DHEA wurden anschlieBend in einem unabhédngigen Experi-
ment noch dreimal wiederholt, um die Annahme, dass die Umsetzung in weniger als 3 Stunden
vollstindig ablduft, zu bestitigen. Die Reaktionen wurden unter den oben genannten Bedingun-

gen durchgefiihrt. Nach DC-Analyse der Umsetzungen zeigte sich, dass 400 uM DHEA durch-
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schnittlich innerhalb von 120 min zu 100 % umgesetzt werden. Damit ergibt sich fiir die Umset-
zung von DHEA mit B. megaterium ATCC13368 eine Umsatzrate von 38 mg/l/h. Ausgehend von
einem gleichbleibenden Produktverhiltnis wéren das umgerechnet ca. 7,6 mg/l/h 7oc-OH-DHEA

und 30,4 mg/l/h 73-OH-DHEA.
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Abbildung 5.43: Prozentualer Substratverbrauch (a) bzw. prozentuale Produktbildung (b) nach Umset-
zung von 400 uM DHEA mit B. megaterium ATCC13368 in 50 ml frischer 16 h Kultur. Die Umsetzungen
erfolgten bei 30 °C, 150 upm in Komplexmedium. DHEA wurde in 5 ml Ethanol gelost zugegeben. Die
Beprobung erfolgte nach 0, 15, 30, 60 und 120 min zu je 500 ul. Die Proben wurden extrahiert, evaporiert
und schlieBlich mittels DC analysiert.

Zur Herstellung ausreichender Mengen der Reaktionsprodukte fiir eine NMR und weitere Ana-
lysen wurden deshalb 150 mg DHEA in 1 1 Kultur analog zu Dipterocarpol umgesetzt, wobei die
Reaktionszeit in diesem Falle 8 h betrug. Nach sdulenchromatographischer Trennung wurden
43 mg 7B-OH-DHEA und 4 mg 7a-OH-DHEA isoliert. Die Auswirkung der DHEA-Umsetzung
auf das Wachstum der B. megaterium Zellen wurde analog zur Dipterocarpolumsetzung durch
Aufnahme einer Wachstumskurve untersucht. Auch hier erfolgte die Substratzugabe (250 uM) 4
Stunden nach Beimpfen der Kultur. Nach 24 h erreichte die Kultur mit DHEA ca. die Halfte der

ODs7g (10,7) der substratfreien Kultur (19,5).
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Abbildung 5.44: Wachstumskurve von B. megaterium in 50 ml Komplexmedium bei 30 °C und 150 upm
in Schikanekolben in Gegenwart von 2,5 ml Ethanol bzw. 200 ¢ DHEA in 2,5 ml Ethanol
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5.4 Optimierung der Ganzzellbiokatalyse von DHEA und Dipterocarpol

5.4.0.3 Substratfiitterungs-Umsiitze Bei der Umsetzung von Dipterocarpol in priparativem
MaBstab konnten aus 150 mg Dipterocarpol nach sdulenchromatographischer Reinigung 10 mg
7B-OH-D und 0,8 mg 7f3,11-OH-D erhalten werden. Um die Ausbeute zu erhdhen, wurde in ei-
nem weiteren priaparativen Umsatz das Substrat Dipterocarpol der Kultur schrittweise zugefiittert
(engl.: Feed). Dabei wurden 300 mg Dipterocarpol (in 50 ml Ethanol) mit Abstinden von jeweils
einer Stunde, in Schritten zu je 135 uM portionsweise zugesetzt. Aus diesem Umsatz konnten
46 mg 73-OH-D und 33 mg 7f,11a-OH-D nach der Reinigung iiber eine Kieselgelsiule erhal-
ten werden. Damit gelang es, die Ausbeute der Dipterocarpolprodukte um den Faktor 4,6 fiir das
monohydroxylierte und um den Faktor 16,5 fiir das dihydroxylierte Produkt zu steigern. Die abso-
lute Ausbeute (Gewogen nach Reinigung iiber Kieselgel) bleibt aber auch im Fiitterungsumsatz

mit 15 % und 11 % noch verhiltnisméBig gering.

Tabelle 5.45: Nach Umsetzung von Dipterocarpol mit B. megaterium erhaltenen absoluten Ausbeuten von
7B-OH-D und 7f,11@-OH-D im Satz- (Batch) und Fiitterungs-Umsatz (Feed). Die Reaktionen wurden
jeweils in 1 1 Kultur (je 250ml in 2 1 Erlenmeyerkolben mit Schikane) in soytonhaltigem Komplexmedium
bei 30 °C und 150 upm durchgefiihrt. Die Reaktionszeit betrug jeweils 24 h.

Produkt 150 mg (Batch) 300 mg (Feed)

7B-OH-D 10 mg (6,66 %) 46 mg (15 %)
7B8,110-OH-D 2mg (1,33 %) 33 mg (11 %)

Um die Umsetzung von DHEA mit B. megaterium zu steigern, wurde DHEA analog zu Di-
pterocarpol der Kultur kontinuierlich zugefiittert. Da gezeigt werden konnte, dass 400 uM von
den Zellen innerhalb von 180 min vollstindig in hydroxylierte Produkte iiberfiihrt werden kon-
nen, wurden die Portionsgrofen auf 400 uM und die Abstinde auf 180 min festgesetzt. Nach 180
min waren, wie erwartet, die ersten 400 uM vollstindig verbraucht. Auch die nichsten 400 uM
DHEA wurden nach 180 min vollsténdig in die respektiven hydroxylierten DHEA-Produkte iiber-

fiihrt. Insgesamt konnten so innerhalb von 16 h 1,6 mM DHEA verstoffwechselt werden. Die

103



5.4 Optimierung der Ganzzellbiokatalyse von DHEA und Dipterocarpol 5 ERGEBNISSE

letzten 400 uM wurden allerdings nicht mehr vollstindig in Produkte iiberfiihrt.
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Abbildung 5.46: Biotransformation von DHEA mit B. megaterium ATCC13368 in 50 ml Erlenmeyer-
Schikanekolben bei 30 °C und 150 upm. Die Zugabe von DHEA erfolgte schrittweise zu je 400 pl im
Abstand von 3 h (lineare Fiitterung (Feed)). Die Kulturen wurden vor und nach jeder Substratzugabe
zu 500 ul beprobt, extrahiert und mittels DC analysiert. Dargestellt sind die DHEA-Zugabe, die bis zu
maximal 2000 uM (t = 16 h) erfolgte (leere Késtchen) und der entsprechende prozentuale DHEA-Umsatz
(leere Kistchen) iiber die Kultivierungszeit.

Tabelle 5.47: Nach Umsetzung von DHEA mit B. megaterium erhaltenen Produktmengen von 73-OH-
DHEA und 7¢.-OH-DHEA im Satz- (Batch) und Fiitterungs-Umsatz (Feed). Die nach Reinigung der Pro-
dukte erhaltenen Ausbeuten sind in Klammern angegeben. Die DHEA-Feed-Umsetzungen wurden nicht
extrahiert und gereinigt, deshalb sind die absoluten Ausbeuten hier nicht angegeben. Die Umsatzdauer
betrug 8 h (Batch) und 24 h (Feed).

Produkt 115 mg (Batch) 460 mg (Feed)

7B8-OH-DHEA 92 mg (46 mg (46 %)) 368 mg
7a-OH-DHEA 23 mg (4 mg (17 %)) 92 mg

Es stellt sich die Frage, ob die letzten 400 uM nicht mehr umgesetzt wurden, weil die sich

akkumulierenden Produkte die Reaktion inhibieren oder toxisch auf die Zellen wirken. Daher
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wurden in einem parallelen Ansatz die B. megaterium Zellen ohne Zugabe von DHEA in Kom-
plexmedium bei 30 °C fiir 16 h inkubiert und anschlieend iiber einen Zeitraum von 24 h be-
probt. Und die Aktivitit, gemessen als Produktbildung mit definierter Menge und Zeit in % im
Vergleich zur 16 h Kultur (Aktivitidt = 1) dargestellt. Durchschnittlich wurde die hochste Akti-
vitidt der Zellen mit 24 h alten Kulturen erreicht (1,26 4 0,036). Nach 48 h betrug die relative
Aktivitdt der B. megaterium Kultur noch ca. 85 % der Anfangsaktivitidt (16 h). Die langere Kul-
tivierungsdauer ist demnach kein Grund fiir den Abfall in der DHEA-Hydroxylierungsaktivitit
der Zellen. Es ist demnach anzunehmen, dass die Akkumulation der Hydroxylierungsprodukte
schlieBlich die Reaktion hemmen. Diese Inhibition kann direkt iiber eine Endprodukthemmung
des CYP106A2 erfolgen oder indirekt iiber die Beeinflussung von Stoffwechselwegen, die die
Katalyse indirekt beeinflussen, wie etwa den Pentosephosphatweg, vermittelt werden. Eine Mog-
lichkeit dieses Problem zu umgehen wire eine kontinuierliche Abtrennung der Reaktionsproduk-
te, beispielsweise durch Zwei-Phasen-Biokonversionen. Dabei dient eine nicht-wassermischbare
Phase (meist organisches Losemittel) als Substrat- und Produkt-Reservoir, das es eine konitinu-
ierlische Substratzufuhr und Produktabtrennung erlaubt. Hierbei sind viele Parameter zu beach-
ten, wie etwa die Loslichkeit des Substrates bzw. der Produkte, die Polaritit des verwendeten

Losemittels etc [95].

Tabelle 5.48: Aktivitit der B. megaterium Zellen. Dargestellt sind die relativen Aktivititen bezogen auf
die Aktivitdt zum Zeitpunkt ty (16 h Kultur). Die Aktivitdt wurde durch Umsetzung von 200 uM Substrat
mit 500 ul Kultur in 1,5 ml Eppendorfgefidfien bei 30 °C fiir 30 min bestimmt

Kultivierungsdauer 16 h 20h 24 h 48 h

Rel. Aktivitit 1 1,06 +0,036 136+0,42 0,85+0,22

5.4.0.4 Umsiitze mit ruhenden Zellen Durch Verwendung so genannter ruhender Zellen, im
Unterschied zu wachsenden Zellen, kann die P450-Reaktion unabhédngig vom Zellwachstum un-
tersucht werden [74, 84]. Zudem werden bei Verwendung von ruhenden Zellen weniger storen-

de Stoffwechselprodukte angereichert. Daher wurden die Umsetzungen von Dipterocarpol bzw.
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DHEA mit ruhenden Zellen untersucht. Die Umsetzung von Dipterocarpol mit ruhenden Zel-
len verlief dhnlich der in wachsenden Zellen. Nach 24 h waren von 200 uM Substrat 82,9 %
(165 uM) verbraucht. Wachsende Zellen verstoffwechselten in 24 h fast diesselbe Menge, nim-
lich 83,67 % (167 uM). Dagegen konnte durch Verwendung von ruhenden Zellen 400 uM
DHEA deutlich schneller als mit wachsenden Zellen umgesetzt werden. 400 uM DHEA wur-
den von ruhenden ATCC13368-Zellen innerhalb 60 min vollstindig umgesetzt, im Vergleich
dazu brauchten die wachsenden Zellen beinahe die dreifache Zeit, um die gleiche Menge DHEA
vollstindig in die respektiven Reaktionsprodukte umzuwandeln.

Im Falle der DHEA-Umsetzung hat die Umstellung von Komplexmedium zu Kaliumphos-
phatpuffer eine Steigerung der Umsatzrate um das dreifache bewirkt. Moglicherweise hat das
Entfernen der Kultivierungsbriihe zur Folge, dass der Stoffwechsel der B. megaterium Zellen
vollstidndig in Richtung Biokatalyse des Substrates verschoben wurde. Die limitierenden Fakto-
ren der Dipterocarpol-Reaktion konnten so allerdings nicht behoben werden. An dieser Stelle
bleibt unklar, welcher der eigentliche geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Reaktion ist.
Moglicherweise wird Dipterocarpol nur unzureichend von den Zellen aufgenommen, so dass
ein Rest Substrat im Medium verbleibt. Studien hinsichtlich der Substratverfiigbarkeit und der
Einsatz permeabilisierender Substanzen konnten einen weiteren Ansatz hinsichtlich einer Opti-

mierung der Reaktion bieten.
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Tabelle 5.49: Vergleich der Umsetzungen von DHEA und Dipterocarpol mit wachsenden bzw. ruhenden
Zellen. Fiir Dipterocarpol wurden jeweils 200 uM, fiir DHEA jeweils 400 uM verwendet. Dargestellt sind
jeweils die Substratumsetzungen nach 1 und 24 h.

Dipterocarpol DHEA

Umsatz x

wachsende Zellen ruhende Zellen wachsende Zellen ruhende Zellen

t1h 151 uM 138,71 uM 270 uM 400 uM
t24 h 167 uM 165 uM 400 uM n.d.

5.4.0.5 Vergleich mit dem Expressionsstamm MS941-CAA In der Arbeit von Fr. Dr. Bleif
wurde ein tricistronischer Vektor zur rekombinanten Expression von CYP106A2 und einer Elek-
tronentransferkette entwickelt. Sie konnte zeigen, dass durch die Uberexpression des heterolo-
gen P450-Systems bestehend aus CYP106A2, AdR (bovin) und Adx;.1pg (bovin) die Umsatzrate
von Terpensduren und von 17a-Methyltestosteron deutlich gesteigert wird. Daher wurde in die-
ser Arbeit untersucht, mit diesem Stamm (MS941-CAA) die Umsetzung von Dipterocarpol bzw.
DHEA ebenfalls gesteigert werden kann. Untransformierte MS941-Zellen wurden als Kontrolle
verwendet, um zu testen, ob die endogenen Cytochrome dieses Stammes DHEA bzw. Diptero-
carpol ebenfalls umsetzen. Zum besseren Vergleich wurden beide Stimme 24 h kultiviert, wobei
die Expression der Proteine im CAA-Stamm wie beschrieben durch Xylose induziert wurde.
Diese Umsetzungen wurden mit ruhenden Zellen durchgefiihrt, weil die Umsatzrate von DHEA
mit diesen hoher und die von Dipterocarpol nicht schlechter war, als mit ruhenden Zellen. Die
MS941-CAA-Zellen setzten Dipterocarpol nicht in hdherem Mafe um als die ATCC13368, auch
hier konnten 200 uM nicht vollstidndig in hydroxylierte Produkte iiberfiithrt werden. Der B. me-
gaterium MS941_CAA-Stamm setzte DHEA (400 uM) genauso schnell um wie der wt-Stamm
ATCC13368. 400 uM wurden mit ruhenden Zellen jeweils nach 1 h verbraucht (3-fach Bestim-

mung). Der Expressionsstamm setzte DHEA durchschnittlich zu 89 + 3 % in 78-OH-DHEA
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um, wihrend nur etwa 10 % 7a-OH-DHEA gebildet wurden. Damit konnte zwar die Umsatzrate
nicht gesteigert werden, die Selektivitit der Reaktion der 7-Hyroxylierung (o = 0,89) wurde

jedoch im Vergleich zum Umsatz mit den wt-Zellen (¢ = 0,8) verbessert.
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Abbildung 5.50: HPLC-Chromatogramme der Umsetzung von DHEA in B.meg MS941 transformiert mit
Expressionsplasmid fiir CYP106A2, AdR und Adx pSMF2.1-CAA (CAA), untransformierten MS941-
Zellen und dem CYP106A2 Wirtsstamm ATCC13368. Die Umsitze wurden jeweils mit Zellen aus 50 ml
frischer Ubernachtkultur (24 h Expression), gewaschen und resuspendiert in 50 ml KPP pH 7,4 (ruhende
Zellen). Nach 0 und 4 h wurden je 500 ul Probe entnommen, extrahiert und mittels HPLC analysiert. Nach
isokratischer Trennung mit 40 % ACN in Wasser eluierten das 73-OH-DHEA nach 2,3 das 7a-OH-DHEA
nach 2,9 min von der Siule.
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5.5 Zytotoxizititstest

Um einen Einblick in mogliche zytotoxische Wirkungen von Dipterocarpol bzw. seinen Reak-
tionsprodukten zu bekommen, wurde mit zwei Sdugerzelllinien, COS-1 und HeLLa XTT-Zyto-
toxizitdttests durchgefiihrt [86]. Die Zellen wurden dazu jeweils 24 h mit dem Testagenz behan-
delt. Als Kontrollen wurden unbehandelte und nur mit dem Losungsmittel DMSO behandelte
Zellen mitgefiihrt. Alle Tests wurden in mindestens dreifacher Ausfithrung gemacht. Die zur
Zellkultur verwendeten Dipterocarpolprodukte wurden zweimal mittels Sdulenchromatographie
mit Kieselgel-60 gereinigt und die Sauberkeit mittels DC bestimmt (UV und Anisaldehydbad).
Dipterocarpol zeigte keinen Einfluss auf die Uberlebensrate der COS-1 Zellen, nach 24 h Behand-
lung mit 100 M Dipterocarpol lag die relative Uberlebensrate (vergleichen mit unbehandelten
Zellen) der Zellen bei 102,1 %. Die relative Uberlebensrate der mit dem zweifachhydroxylierten
7B.,110-(OH)-D behandelten Zellen, lag nach 24 stiindiger Behandlung mit 100 uM bei 62,9 %,
es wurde keine 100 %-ige Zytotoxizitit festgestellt. Dagegen betrug die relative Uberlebensra-
te der Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit dem monohydroxlyierten 73-OH-D nur noch
12,8 %. Von dem monohydroxylierten Produkt wurden daher serielle Verdiinnungen hergestellt
und bei Einsatz von 200 uM eine 100 %-ige Zytotoxizitdt beobachtet. Die halblethale Dosis
(ICs0) von 7B8-OH-D fiir COS-1 Zellen betrug 62 + 2 uM (s. Abb. 5.51).
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Abbildung 5.51: Zytotoxizititstest mit COS-1-Zellen zur Bestimmung der halblethalen Dosis von 7f-
OH-D. 10.000 Zellen pro Vertiefung wurden in 96-well Mikrotiterplatten ausgesit und 24 h bei 37 °C,
95 % rel. Luftfeuchte und 5 % CO, inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit 0 - 250 uM 7f3-
OH-D versetzt (DMSO jeweils 1 % (v/v)) und 24 h behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen bei 1500 g
zentrifugiert, das Medium entfernt und 2 mal mit PBS gewaschen. Anschlieend wurde das XTT Reagenz
zugesetzt (Gesamtkonzentration 20 % (v/v)) und die Zellen erneut 4 h bebriitet. Die Platten wurden dann
im Tecan-Saphire II Platereader ausgelesen und die Absorption als Maf fiir die Viabilidt zu A = (A4so
(Test) - A4so (Kontrolle) Aggg (Test) berechnet. Die erhaltenen Absorptionen wurden grafisch gegen die
eingesetzten Konzentrationen aufgetragen und der ICso-Wert durch sigmoidale Regression (OriginPro8.6)
mit der Boltzmann-Gleichung bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mind. 3 Messungen.

Ahnlich verhielt es sich mit den HeLa-Zellen. Auch hier konnte keine 100 %-ige zytotoxische
Wirkung von Dipterocarpol oder dem zweifach hydroxylierten Produkt auf die Zellen nachgewie-
sen werden. Nach 24-stiindiger Behandlung mit 100 uM Dipterocarpol lag die relative Uberle-
bensrate der HeLLa-Zellen bei 65 %, verglichen mit den unbehandelten Zellen. Das Behandeln der
Zellen mit 100 uM 7,11a-Dihydroxydiptercarpol resultierte nach 24 h in einer relativen Uber-
lebensrate der Zellen von 52 %. Dagegen iiberlebten nur 2,49 % der Zellen die Behandlung mit
100 uM 7B-Hydroxydipterocarpol. Deshalb wurden auch fiir die HeLa-Zellen die halblethale
Dosis von 7B-Hydroxydipterocarpol bestimmt. Dazu wurden erneut serielle Verdiinnungen her-
gestellt. Die halblethale Dosis (ICsg) von 73-OH-D fiir HeLa Zellen betrug 19,05 + 0,628 uM
(s. Abb. 5.52).
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Abbildung 5.52: Zytotoxizititstest mit HeLa Zellen zur Bestimmung der halblethalen Dosis von 73-OH-
D. 10.000 Zellen pro Vertiefung in 96-well Mikrotiterplatten ausgesit und 24 h bei 37 °C, 95 % rel.
Luftfeuchte und 5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit O - 250 uM 73-OH-D versetzt
(DMSO jeweils 1 % (v/v)) und 24 h behandelt. Nach 24 h wurden die Zellen bei 1500 g zentrifugiert,
das Medium entfernt und 2 mal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurde das XTT Reagenz zugesetzt
(Gesamtkonzentration 20 % (v/v)) und die Zellen erneut 4 h bebriitet. Die Platten wurden dann im Tecan-
Saphire II Platereader ausgelesen und die Absorption als Mal} fiir die Viabilidt zu A = (A4so (Test) -
Aysp (Kontrolle) Aggg (Test) berechnet. Die erhaltenen Absorptionen wurden grafisch gegen die eingesetz-
ten Konzentrationen aufgetragen und der ICso-Wert durch sigmoidale Regression (OriginPro8.6) mit der
Boltzmann-Gleichung bestimmt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus mind. 3 Messungen.
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6 Diskussion

Naturstoffe besitzen eine unermessliche strukturelle Vielfalt, weshalb sie in der Arzneimittelfor-
schung eine wichtige Rolle spielen [12]. Oftmals eignen sich Naturstoffe allerdings nicht fiir den
direkten Einsatz als Medikament, weil ihre Wirkungen zu gering, ihre Nebenwirkungen zu hoch
oder ihre Bioverfiigbarkeit nicht ausreichend ist. Hinzu kommt, dass Naturstoffe oft teuer und
schwer zu erhalten sind, da ihre Konzentration von der Menge, dem Alter und der Konstitution
des Organismus aus dem sie stammen abhéngt [17]. In der modernen Arzneimittelentwicklung
gewinnen enzymatische Katalysen, zur Herstellung hochpreisiger Naturstoffe aus billigen Vorladu-
fermolekiilen oder der Derivatisierung von Leitstrukturen zur Verbesserung ihrer Bioaktivitéten,
daher zunehmend an Bedeutung. Die Cytochrom P450 Multienzymfamilie hat sich fiir die selekti-
ve Funktionalisierung von Naturstoffen als besonders vielseitiges Werkzeug erwiesen. Einerseits
sind Verterter dieser Familie an den meisten Biosynthesewegen komplexer Naturstoffe beteiligt,
andererseits bewerkstelligen sie 75 % des Phase I-Metabolismus der Leber. Dadurch kénnen
sie sowohl zur Synthese von Arzneimitteln, als auch zur Herstellung humaner Metabolite, die
besonders zur Risikobewertung gebraucht werden, eingesetzt werden.

Das Hauptziel der hier vorliegenden Arbeit war die Hydroxylierung bioaktiver Naturstoffe mit
CYPI106A2 aus Bacillus megaterium ATCC13368 zur Herstellung und Charakterisierung phar-
mazeutisch interessanter Derivate. Um diese Aufgabe zu 16sen, wurde zunichst ein Screeningsys-
tem zur Identifikation neuer Substrate fiir Cytochrom P450 Enzyme entwickelt, dass auf einer ein-
fachen Absorptionsmessung beruht und auf beliebige Substanzbibliotheken, unabhingig von der
Struktur der Substanzen, angewendet werden kann. Mit dieser Methode konnten zwolf potenti-
elle Substrate aus einer 502 Substanzen umfassenden Naturstoffbibliothek selektiert werden. Zu-
sammen mit einer strukturbasierten Substratsuche konnte das Substratspektrum von CYP106A2
schlieBlich um sieben neue Substanzen erweitert werden. Zu ihrer Identifikation wurden aus-

reichende Mengen der Produkte durch Ganzzellumsatz in B. megaterium ATCC13368 herge-
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stellt und die genaue Hydroxylierungsposition durch NMR-Analysen ermittelt. CYP106A2 wur-
de somit erstmalig als 73-Hydroxylase fiir 3-hydoxy-A-Steroide (DHEA und Pregnenolon) und
Dammaran-Triterpenoide charakterisiert. Zudem konnte mit 73,11 a-Dihydroxydipterocarpol ei-
ne neuartige Substanz hergestellt werden, die bisher nicht beschrieben wurde. Der CYP106A2-
abhingige Ganzzellumsatz wurde unter biotechnologischen Gesichtspunkten eingehender un-
tersucht und optimiert, wodurch die Umsatzraten bwz. Produktausbeuten der Reaktionen mit
DHEA bzw. Dipterocarpol deutlich gesteigert werden konnten. Erste Analysen hinsichtlich po-
tentieller Wirkungsweisen der hergestellten Reaktionsprodukte wurden durch in vitro Zytotoxi-
zitdtsmessungen an zwei Saugerzelllinien durchgefiihrt. Die in der vorliegenden Arbeit erzielten
Ergebnisse und die daraus gewonnenen Erkenntnisse sollen im Folgenden diskutiert und ein Aus-

blick auf ihre mogliche biotechnologische Bedeutung gegeben werden.

6.1 Identifizierung neuer Substrate fiir CYP106A2

Im ersten Teil der Arbeit stand die Entwicklung eines Screeningsystems zur Identifizierung neu-
er Substrate fiir CYP106A2 im Mittelpunkt. Naturstoffbiobliotheken kdnnen prinzipiell mit ver-
schiedenen analytischen Verfahren untersucht werden. LC-MS-, MS-MS- oder GC-MS- Verfah-
ren sind zum Aufspiiren hydroxylierter Reaktionsprodukte prinzipiell gut geeignet. Umspannt
die Substanzbibliothek, wie im Falle der hier verwendeten Biomol-Naturstoffbibliothek, ein brei-
tes Spektrum von Molekiilmassen (von unter 100 bis iiber 1000 g/mol), so sind massenspek-
trometrische Analysen im Screeningmafstab allerdings nicht mehr mit ausreichender Sensitivi-
tidt einsetzbar. Zum Einen, welil einzelne Massen nicht mehr einwandfrei erfait werden konnen,
zum anderen konnen oxidierte hochmolekulare Substanzen mit klassichen Methoden schlecht io-
nisiert werden. Zudem stellt die chromatographische Trennung von Substanzen, die sich in ihrer
Liphophilie stark unterscheiden, eine besondere Herausforderung dar, insbesondere, wenn die
angestrebte Analysezeit nicht mehr als fiinf Minuten betrdgt. Weitere Nachteile, die gegen den

Einsatz chromatographischer Methoden sprechen, sind die aufwendige Probenvorbereitung und
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vergleichsweise lange Analysezeiten mit ca. fiinf Minuten pro Probe bei einer HPLC-Analyse,
entgegen einer Messzeit von fiinf Minuten fiir eine Absorptionsmessung einer kompletten 96-
well-Platte im Plattenlesegerit. Daher wurden in der vorliegenden Arbeit zwei spektralfotometri-
sche Analysemethoden in 96-well Mikrotiterplatten auf ihr Potential zum Screenen einer kom-

plexen Naturstoffbibliothek mit einem P450 untersucht.

6.1.1 NADPH-Verbrauch als Screeningmethode

NADPH wird bei der P450 katalysierten Reaktion in stochiometrischen Mengen verbraucht
(s. Abb. 3.5). Da NADPH im Gegensatz zu seiner oxidierten Form NADP* ein spezifisches
Absorptionsmaximum bei 340 nm besitzt, ldsst sich die Abnahme von NADPH in einer Lo-
sung leicht fotometrisch verfolgen. Das Absorptionsmaximum liegt mit 340 nm zudem im na-
hen UV-Bereich. Dadurch ldsst sich die Messung problemlos in kostengiinstigen Polystryrol-
Mikrotiterplatten durchfiihren, was durch Messung der Absorption in Abhéngigkeit von der
NADPH-Konzentration belegt werden konnte (s. Abb. 5.1).

Die Idee, die NADPH-Abnahme zur Untersuchung der P450 Enzymreaktion zu verwenden, ist
nicht neu. Allerdings stellt ihre Anwendung als Screeningmethode eine besondere Herausforde-
rung dar, da Elektronen an verschiedenen Stellen ,,abflieBen‘ konnen, was die Gleichsetzung von
NADPH-Abnahme und Produktzunahme erschwert. Hanukoglu et al. stellten bereits 1993 fest,
dass auf dem Weg von NADPH zu CYP11A1 iiber AdR und Adx Elektronen abflieBen. Sie konn-
ten zeigen, dass die AdR selbst bereits in der Lage ist, Sauerstoff zu so genannten ROS (reactive
oxygen species) zu oxidieren, wobei die Oxidationsrate sehr gering ist. Das AdR-Adx-System
zeigte dagegen eine deutlich hohere Oxidationsrate (Viax = 3,5 M e/min) als AdR allein und
das vollstindige System aus AdR-Adx-P450scc wies die hochste Leckage im Elektronenfluss
auf (Vinax = 7,8 UM e /min) [96]. Die Autooxidation von NADPH in Losungen konnte die Mes-
sung ebenfalls storen. Zhang et al. zeigten aber, dass diese im untersuchten Zeitraum, selbst in

Anwesenheit von Zelllysaten, nahe null ist [97]. Durch Messung des NADPH-Verbrauches oh-
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ne Zugabe von Substrat zum rekonstituierten Enzymsystem sollte der Einfluss der ,,Elektronen-
Leckagen* untersucht werden. Die NADPH-Abnahme ohne Enzymreaktion (ohne Substratzuga-
be) betrug in diesem Ansatz nach 30 Minuten rund 40 %. Zuletzt kdnnen noch die eingangs
beschriebenen Entkopplungsreaktionen eine Rolle spielen (s. Abschnitt 3.2.2), diese sind jedoch
von der Natur des Substrats abhéngig und miissen gegebenenfalls im Einzelfall untersucht wer-

den.

Autooxidation

b

NADPH + H*

FdR ) |
NADP+ ¢ \ /

Elektronen-Leckage

<— 1 Entkopplung

\. RH+0,

Abbildung 6.1: P450-Enzymsystem der bakteriellen Klasse I: Mogliche Stellen an denen NADPH unab-
hingig von der Produktbildung verbraucht werden kann: Autooxidation des NADPH, Elektronen-Leckage
bei der Ubertragung via FdR und Fdx, Entkopplung der P450 Reaktion unter Bildung von H,O und Ver-
brauch zweier Molekiile NADPH.

Die Anwendbarkeit des NADPH-Verbrauchs als Screeningmethode fiir die vorliegende Natur-
stoffbibliothek sollte durch ein Test-Screening gepriift werden. Es konnte gezeigt werden, dass,
die NADPH Abnahme,wie erwartet, n Anwesenheit des Substrates 11-Desoxycorticosteron deut-
lich gegeniiber den Kontrollen beschleunigt ist. In diesem Versuch diente DHEA als Negativkon-
trolle, da es bereits von Berg in den 1970er Jahren negativ auf Aktivitidt mit CYP106A2 getestet
worden war und dariiber hinaus postuliert wurde, dass lediglich 3-oxo-A-4-Steroide nicht aber 3-
hydroxy-AS-Steroide von CYP106A2 umgesetzt werden [61, 62, 60]. Jedoch ergab der Versuch,
dass der NADPH-Verbrauch von CYP106A2 durch Zugabe von DHEA stark ansteigt (s. Abb.
5.5). Zunichst wurde angenommen, dass die Bindung von DHEA letztlich zu einer Entkopp-

lung fiihrt. Im weiteren Verlauf konnte jedoch die Bildung von CYP106A2 abhingigen DHEA-
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Hydroxylierungsprodukten in vitro und in vivo nachgewiesen werden. Die Hauptprodukte der
Reaktion wurden als 73-Hydroxy- und 7-Hydroxydehydroepiandrosteron identifiziert. Damit
konnte die von Berg einst aufgestellte Hypothese, dass 3-hydroxy-A-5-Steroide keine Substrate
von CYP106A2 darstellen, eindeutig widerlegt werden.

Zum Screening der Biomol-Naturstoffbibliothek erwies sich die Messung des NADPH- Verbrauchs
allerdings als ungeeignet. Reproduzierbare Ergebnisse wurden nur bei Einsatz von hohen Sub-
stratkonzentrationen (300 uM) erzielt und daher fiir nicht praktikabel befunden. Diese Proble-
matik wurde bereits in der Vergangenheit aufgezeigt und konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht
behoben werden. Beispielsweise verwendeten Tsotsou et al. den NADPH-Verbrauch ebenfalls
zur Identifizierung neuer Substrate und schlossen auch seine Anwendung im Hochdurchsatz-
verfahren nicht aus [98]. Obgleich sie das selbstindige CYP102A1 aus Bacillus megaterium
verwendeten, welches sich durch fiir PA50-Enzyme auflergewohnlich hohe Umsatzgeschwindig-
keiten und eine starke Kopplung auszeichnet [99] und somit lediglich eine Hintergrundabnahme
von zwel und fiunf Prozent beobachteten, wurden in diesen Arbeiten ebenfalls recht hohe Sub-
stratkonzentrationen (zwischen 200 und 20000 uM) eingesetzt, um das Screening durchfithren

zu konnen [98, 100].

6.1.2 Differenzspektroskopie als Screeningmethode

Zur Alternative wurde die Differenzspektroskopie als Screeningmethode untersucht. Bei den
meisten P450-Enzymen fiihrt die Bindung eines Substrates dazu, dass der HS-Anteil des En-
zyms erhoht wird. Der LS zu HS Ubergang geht mit einer Verschiebung des Absorptionsmaxi-
mums von 417 zu 380-390 nm einher, die sich am besten durch Aufnahme von Differenzspektren
messen ldsst. Ein groBer Vorteil der Differenzspektroskopie zur Identifikation neuer Substrate
ist, dass sie gegeniiber klassischen analytischen Methoden einfacher in ihrer Durchfiihrung ist.
Man benotigt lediglich gereinigtes Enzym und die zu testende Substanz. Man ist weder auf die

Elektronentransferpartner noch auf den teuren Kofaktor NADPH oder eine aufwendige Analytik
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angewiesen, um die Bindung einer Substanz im aktiven Zentrum nachzuweisen. Problematisch
kann es sein, wenn das entsprechende P450 zu geringe Expressionsraten aufweist, da verhiltnis-
miBig groBe Mengen Enzym verbraucht werden. Zur Ermittlung der optimalen Screeningpara-
meter wurden verschiedene Konzentrationen P450 gegen verschiedene Substratkonzentrationen
getestet. Die besten Ergebnisse wurden schlieBlich mit 5 uM CYP1062 und 5 uM Testsubstanz
erreicht (s. Abb. 5.7). Umgerechnet werden fiir das Screening der Biomol-Naturstoftbibliothek
demnach mindestens rund 620 nmol Enzym bendotigt. Mit CYP106A2 konnen in E. coli Ausbeu-
ten bis zu 1000 nmol/l Kultur erreicht werden [68]. Der vielleicht entscheidendste Vorteil der
Differenzspektroskopie als Screeningmethode ist, dass sich das Dissoziationsgleichgewicht so-
bald es sich eingestellt hat bei gleichbleibenden Temperatur- und Druckverhiltnissen nicht mehr
dndert. Im Gegensatz zur NADPH-Messung wird kein Verbrauch dargestellt, der moglichst zu
Beginn der Enzymreaktion aufgezeichnet werden muss, sondern es werden Endpunktmessungen
durchgefiihrt, die eine gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ermoglichen.

Zu Beginn der Arbeit waren nur wenige Typ [-Substrate von CYP106A2 bekannt. Die meisten
durch CYP106A?2 umgesetzten Verbindungen sind C19- bzw. C21-Steroide (Androstendion, Pro-
gesteron, 11-Desoxycorticosteron, Testosteron etc.), die anscheinend nicht in der Lage sind, das
Wasser als sechsten Liganden des Ham-Eisens zu verdringen. Bleif zeigte in ihrer Diplomarbeit
2007, dass neben dem bis dato einzigen HS-Substrat Cholestenon auch Di- und Triterpenoide
wie die Dihydrochinonpimarsiure, die 11-Ketoboswelliasdure und die Acetylketoboswelliasdure
in der Lage sind, einen HS-Shift zu induzieren [77]. Die Identifizierung der Dihydrochinonpimar-
sdure als HS-Substrat gelang dabei ebenfalls durch Anwendung der Differenzspektroskopie im
Screeningmalstab. Anschlieend identifizierte Bleif weiterhin die Betulinsdure, Oleanolsiure,
Ursolsdure und Glycyrrhetinsdure als HS-Substrate des Enzyms [78]. Interessanterweise wies
sie auch einen HS-Shift mit dem C19-Steroid 19-Hydroxy-4-androsten-3,17-dion nach. In die-
ser Arbeit konnte bei den Voruntersuchungen zum Screening festgestellt werden, dass auch 11-

Desoxycorticosteron einen Teil des CYP106A2 den HS-Zustand iiberfiihrt. Unter Screeningbe-
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dingungen wurde ein HS-Anteil von 10 % in Anwesenheit von 11-Desoxycorticosteron gemes-

sen.

Das Screenen der Biomol-Naturstoffbibliothek mittels Differenzspektroskopie ergab zwolf

Treffer (s. Abb. 5.9, 6.2). Unter diesen befanden sich vier bereits als Substrate bekannte Tri-

terpensduren; Oleanolsédure, Ursolsidure, Glycyrrhetinsdure und Betulinsdure sowie weitere acht

Substanzen, die bisher nicht als Liganden des CYP106A2 beschrieben wurden; Noscapin, Alpha-

apo-oxytetracyclin, Panaxadiol, Sarsasaporgenin, Betulin, Dipterocarpol, Rhamnetin und Geral-

dol. Diese Treffer konnten durch Kontrollmessungen im Zweistrahlfotometer bestitigt werden

(s. Abb. 5.10).

1. Rhamnetin

CHy
HO i

“CH,

HaC
3. Dipterocarpol 4. Sarsasapogenin

CHs

Hzcﬁ/

6. Panaxadiol

CHj
HaC—N

OH

7. Oxytetracyclin-alpha-apo 8. Noscapin

Abbildung 6.2: Strukturen der aus dem Screening der Naturstoffbibliothek hervorgegangenen Treffer.

Insgesamt stellte sich die etablierte Methode der Differenzspektroskopie als robuste und sen-
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sitive Screeningmethode zur Identifizierung potentieller Cytochrom-P450-Substrate aus einer
strukturell diversen Naturstoffbibliothek dar. Sie konnte auch bereits erfolgreich mit anderen
P450 Enzymen unserer Arbeitsgruppe verwendet werden [101]. Durch das Screening wurden
erstmalig Substanzen identifiziert, die bei CYP106A2 einen HS-Shift induzieren und nicht zu
den Triterpenoiden oder Steroiden gehoren. Wie etwa das Alkaloid Noscapin; ein Morphinderi-
vat, welches als Hustenmittel eingesetzt wird und Alpha-apo-oxytetracyclin; ein Abbauprodukt
des in der Schweinemast verwendeten Oxytetracyclins [102, 103, 104, 105, 106]. Zudem die
beiden Isoflavonoide Rhamnetin und Geraldol, die zu den Pflanzenfarbstoffen gehoren, denen
generell antioxidative und antiinflammatorische Wirkungen zugesprochen werden [107]. Leider
konnte keine dieser Verbindungen von CYP106A2 in hydroxylierte Produkte iiberfiihrt werden.
Im Rahmen des bekannten Substratspektrums von CYP106A2 - Di-, Triterpenoide und Steroide-
wurden vier neue Substanzen, die einen HS-Shift induzieren, gefunden; Betulin, Dipterocarpol,
Sarsasapogenin und Panaxadiol. Panaxadiol und Sarsasapogenin konnten nicht in hydroxylierte
Produkte iiberfiihrt werden. Betulin reagierte mit CYP106A2 zu einem, Dipterocarpol zu fiinf Re-
aktionsprodukten, von denen die beiden Hauptprodukte mittels NMR als 73-OH-D und 783,11 -
OH-D identifiziert werden konnten. Es dréngt sich die Frage auf, warum einige Substanzen, ob-
wohl sie im aktiven Zentrum von CYP106A2 binden und einen HS-Shift induzieren, nicht durch
CYP106A2 hydroxliert wurden. Eine mogliche Erkldarung konnten Redoxpotentialuntersuchun-
gen liefern. Die Bindung einer Substanz im aktiven Zentrum an sich reicht zur Katalyse durch
P450s nicht aus. Es bedarf in jedem Falle der Ubertragung zweier Elektronen auf das Him-
Eisen, damit ein Sauerstoffatom in das Substrat eingebaut werden kann. In der Regel geht der
Spin-Crossover von LS nach HS mit einer Erhhung des Redoxpotentials von P450 Enzymen um
bis zu 300 mV einher. Damit wird die Reduktion durch die CPR oder das Fdx erleichtert und die
Elektronen konnen von NAD(P)H auf das Enzym flieffen. Colas et al. zeigten mittels zyklischer
Voltametrie, dass die Bindung von Cholestenon das apparente Redoxpotential von CYP106A2

E? von -128 mV auf -94 mV erhoht. Jedoch betriigt das apparente Redoxpotential nach Bin-
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dung von 11-Desoxycorticosteron E°” -124 mV, bleibt also nahezu unverindert. Dennoch ist
11-Desoxycorticosteron ein gutes Substrat von CYP106A2. Es ist daher nicht anzunehmen, dass
das Redoxpotential der entscheidende Faktor ist.

Eine andere Erkldarung ist, dass diese Substanzen, obgleich sie im aktiven Zentrum nahe dem
Héam-Eisen positioniert werden, diesem keinen Angriffspunkt fiir eine Hydroxylierung bieten.
Bisher ist keine Hydroxylierung einer Doppelbindung durch CYP106A2 beschrieben. Betrachtet
man die nicht umgesetzten Substanzen aus dem Screening unter dieser Pramisse, so féllt auf, dass
die die beiden Flavonoide Rhamnetin und Geraldol keine Position besitzen, die durch CYP106A2
hydroxyliert werden konnte, da alle Positionen durch Doppelbindungen besetzt sind. Ahnlich ist
die Situation bei Alpha-apo-oxytetracyclin und Noscapin, auch hier ist die Elektronendichte in
den Ringen sehr hoch. Die Stellen, die von keiner Doppelbindung flankiert werden, tragen stark
elektronenziehende Gruppen. Fiir Noscapin ergibt sich eine mogliche Stelle, die hydroxyliert
werden konnte, diese ist aber wahrscheinlich nicht nahe genug iiber dem Hém platziert. Anders
sieht es bei Panaxadiol und Sarsasapogenin aus, hier ist vermutlich das Fehlen einer Ketogruppe
verantwortlich dafiir, dass diese Substanzen nicht nahe genug tiber dem Hidm positioniert werden
und deshalb keine Katalyse stattfindet. In Ermangelung einer Kristallstruktur ist es aber derzeit

nicht moglich diese Annahmen durch bioinformatische Methoden zu belegen.

6.1.3 Rationale Substratsuche

Dem Screening der Naturstoffbibliothek wurde eine rationale Substratsuche nachgestellt, um
mogliche, strukturell zhnliche Substrate, die keinen HS-Shift induzieren, aufzuspiiren. Dazu wur-
de lediglich eine kleine Auswahl an Substanzen getroffen, die direkt im in vitro rekonstituierten
System mit CYP106A2 untersucht wurden. Ausgewihlt wurden steroidale Substanzen und Triter-
pene, welche sich von den bereits identifizierten Substraten durch verschiedene Hydroxylierungs-
positionen bzw. lediglich in den Resten unterscheiden, die nach bisherigem Kenntnisstand keinen

Einfluss auf die Reaktivitdt des Enzyms nehmen. Darunter fallen insbesondere die Substituenten
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am D-Ring. Betrachtet man Testosteron, Progesteron und Dipterocarpol, so tragen diese am D-
Ring unterschiedlich lange Substituenten mit unterschiedlicher Lipophilie. Die Seitenkette von
Dipterocarpol ist mit acht C-Atomen verhiltnisméfBig lang und mit nur einer Hydroxylgruppe an
Position 20 auch stark liphophil. Wihrend Progesteron eine kurze und wesentlich polarere Ace-
tylgruppe und Testosteron lediglich eine Ketogruppe am D-Ring an Position 17 besitzt. Die in
fast allen Steroiden vorkommende Methylgruppe an C-18 ist in Dipterocarpol nicht vorhanden.
Zusitzliche Ringe (E, F) scheinen die Umsetzung bzw. die Bindung ebenfalls nicht zu behindern.
Lediglich heterozyklische Substituenten mit hohen Elektronendichten (s. Gitoxigenin, Bufalin)
bzw. stickstoffhaltige Substituenten (Solanidin, Solasodin) scheinen sich negativ auszuwirken.
Die von Bleif beschriebenen pentazyklischen Triterpenséduren besitzen im Gegensatz zu den Ste-
roiden alle einen zusitzlichen E-Ring. Sarsasapogenin besteht gar aus sechs Ringen (A-F) und
wird dennoch im aktiven Zentrum gebunden, auch wenn eine Hydroxylierung dieser Substanz
bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Durch die rationale Substratsuche gelang die Identifi-
zierung weiterer Substrate fiir CYP106A2 namlich Pregnenolon, Prednison, Dexamethason und

Digitoxigenin.

6.1.4 Zusammenfassung Substratsuche

Insgesamt gelang es durch Kombination von Screening und rationaler Suche sieben neue Sub-
strate fiilr CYP106A2 zu erschlieBen. Damit sind nun insgesamt 28 Substrate fiir CYP106A2
beschrieben, von denen 12 einen HS-Shift induzieren (s. Tab. 7.9). Die gefundenen Substrate
besitzen einen steroidalen bzw. triterpenoiden Grundkorper, wie es fiir die meisten bekannten
CYP106A2-Substrate der Fall ist. Abbildung 6.3 zeigt die aus allen bisher bekannten Substra-
ten abgeleitete Minimalstruktur, die fiir eine erfolgreiche Katalyse erforderlich zu sein scheint.
In Abbildung 6.4 sind einige ausgewdhlten Substraten aufgefiihrt; Testosteron (1), DHEA (2),
Pregnenolon (3), 11-Keto-f-Boswelliasiure (4), Dipterocarpol (5) und Abietinséure (6). Diesen

sind strukturell Zhnliche Molekiile gegeniibergestellt, die nicht mit CYP106A2 zu hydroxylierten
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Produkten reagieren; Nootkaton (7), Coumarin (8), Estron (9), Estradiol (10), Cholesterol (11),
Sarsasapogenin (12), Panaxadiol (13). Moglicherweise sind Mono-, Sesquiterpene und Coumari-
ne zu klein, um nahe genug iiber dem Ham positioniert zu werden, so dass keine Hydroxylierung
stattfinden kann. Die Tatsache, dass Estron und Estradiol, im Gegensatz zu ihren Vorlidufern,
nicht umgesetzt werden, deutet darauf hin, dass die Elektronendichte im A-Ring einen negativen
Einfluss auf die Reaktion haben konnte. Thnen fehlt aber auch die -stindige C-19 Methylgruppe
am C-9. Hochinteressant ist, dass obwohl sich Cholestenon und Cholesterol nur im Oxidations-
zustand des Sauerstoffatoms an C-3 und der Stellung der Dopppelbindung unterscheiden, Cho-
lestenon sowohl einen HS-Shift induziert und zugleich als Substrat fungiert, wihrend fiir Choles-
terol bisher weder eine Bindung, noch ein HS-Shift oder ein aus der Reaktion mit CYP106A2
stammendes Hydroxylierungsprodukt nachgewiesen werden konnte. Betrachtet man die bisher
beschriebenen Substrate fiir CYP106A2, so sticht die Tatsache hervor, dass alle, wenngleich
an unterschiedlicher Position, eine Ketogruppe tragen. Moglicherweise ist die Interaktion einer
Ketogruppe mit einem Wasserstoffbriickenbindungsdonor im aktiven Zentrum, wie beispielswei-
se Threonin oder Glutaminsiure fiir die Katalyse entscheidend. So konnte Bleif 2012 anhand
von Dockinganalysen zeigen, dass das Threonin T89 mit der 178-OH-Gruppe des Substrates
17-Methyltestosteron potentiell iiber eine Wasserstoffbriickenbindung interagiert, wihrend das
Glutamat E78 mit der C-3 Ketogruppe ebenfalls iiber eine Wasserstoffbriickenbindung wechsel-
wirkt. Fehlt diese Ketofunktion, so kann dies mit einer Instabilisierung der Bindung im aktiven

Zentrum einhergehen, die den Verlust der Hydroxylierungsaktivitét erklirt.
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Abbildung 6.3: Aus den bisher bekannten CYP106A2-Substraten ableitbare Grundstruktur. Die Substi-
tuenten am D-Ring (X) konnen unterschiedliche Grofie und Hydrophobizitit besitzen, lediglich heterozy-
klische Reste mit hoher Elektronendichte scheinen die Reaktivitit negativ zu beeinflussen. Die variablen
Regionen sind in rot dargestellt. R1 = -H, -OH, -COOH, =0, -CHO; R2 = -H, -CH3, -COOH; R3= -H,
-CH3, -COOH

OH o} 0

O HO HO

) @ @®

(11) (12) (13)

Abbildung 6.4: Einige Ausgewihlte Substrate von CYP106A2. Auffallend ist, dass alle, obgleich an un-
terschiedlicher Position, eine Ketogruppe tragen. Testosteron (1), DHEA (2), Pregnenolon (3), 11-Keto-f3-
Boswelliasdure (4), Dipterocarpol (5), Abietinsdure (6). Im Vergleich sind exemplarisch einige Substanzen
aufgefiihrt, die bisher nicht durch CYP106A2 in hydroxylierte Produkte iiberfiithrt werden konnten; Noot-
katon (7), Coumarin (8), Estron (9), Estradiol (10), Cholesterol (11), Sarsasapogenin (12), Panaxadiol
(13).
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6.2 Produktcharakterisierung und Biokatalyse

Im zweiten Teil der Arbeit sollten die Reaktionsprodukte der neu identifizierten Substrate identi-
fiziert und die Reaktion auf ihr biotechnologisches beziehungsweise pharmazeutisches Potential
untersucht werden. Zur priparativen Herstellung der Reaktionsprodukte wurden Ganzzellbioka-
talysen durchgefiihrt. Verwendet wurde dazu der CYP106A2-Wirtsstamm Bacillus megaterium
ATCC1336. Bereits in den 50er Jahren konnte dieser Stamm zur Umsetzung von Progesteron
eingesetzt werden [59]. Nachfolgende Arbeiten von Berg et. al zeigten, dass die Expression
von CYP106A2 erst nach Eintritt der Kultur in die stationdre Phase beginnt und nach ca. 10-
stiindiger Kultivierungsdauer ihr Maximum erreicht. Rauschenbach klonierte Jahre spéter das
Gen fiir CYP106A2 und stellte einen Knockout-Stamm CYP106A2 her, der nicht mehr in der
Lage ist, das Enzym zu synthetisieren. In unserer Arbeitsgruppe gelang erst kiirzlich die erfolgrei-
che Umsetzung der Diterpensidure Abietinsdure mit B. megaterium ATCC13368. Bleif und Kleser
zeigten in ihren Arbeiten, dass das grampositive B. megaterium lipophile und hochoxidierte Sub-
stanzen mittlerer Polaritét, wie etwa Triterpensduren und Sulfonylharnstoffe, besser aufzuneh-
men scheint als das gramnegative E. coli [80, 108]. Bleif konnte in ihren Arbeiten auch zeigen,
dass das Steroid 17a-Methyltestosteron von B. megaterium ATCC13368 wesentlich schneller
als von E. coli-Zellen umgesetzt wird. B.megaterium vermochte 500 uM 17 oc-Methyltestosteron
in 24 h vollstindig zu metabolisieren, wihrend nach Reaktion mit CYP106A2 in E. coli nur 45
% Umsatz innerhalb von 48 h erreicht wurden [78]. MutmaBlich gelingt es oxidierten Triterpe-
noiden besser in die Zelle einzudringen, wenn keine du3ere Membran vorhanden ist. Es konnten
aber auch Transporter, wie etwa ABC-Transporter, die niedermolekularen Verbindungen verhalt-
nimaBig unselektiv Einlass in die Zelle gewihren, eine Rolle spielen. So konnte kiirzlich die Um-
setzung von Limonen, aber auch lingerkettiger Kohlenwasserstoffe wie Octanol und Dodecanol,
um ein Vielfaches durch die Uberexpression des Membranproteins AIKL in E. coli bewerkstelligt
werden. Dieses Protein, das in der dufleren Membran verankert wird, erleichtert vermutlich den

Transport der Substrate in die Zelle [109]. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch in B. megateri-
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um durch Identifizierung und Uberexpression eines Membrantransporters durchgefiihrt werden,
so dass die Verfiigbarkeit der Substrate letztlich die Umsetzung im Biokatalysator nicht mehr
limitiert. In dieser Arbeit wurden aus oben genannten Griinden ausschlieBlich B. megaterium

Zellen fiir die Ganzzellbiokatalysen verwendet.

6.2.1 Identifizierung der Reaktionsprodukte

Prednison, Digitoxigenin, Betulin, Dipterocarpol, DHEA und Pregnenolon reagierten mit B. me-
gaterium ATCC13368 zu potentiell hydroxylierten Reaktionsprodukten (s. Abschnitt 3.3). Die
Produktmengen von Prednison, Digitoxigenin und Betulin waren fiir eine NMR-Analyse nicht
ausreichend. Das liegt vor allem in der starken Nebenproduktbildung begriindet, die zumindest
teilweise aus ihren Reaktionen mit weiteren Enzymen der Bacillus-Zellen - neben CYP106A2 -
entstammen. Wahrscheinlich reagiert Betulin mit einer Dehydrogenase und wird von dieser an
Position C-3 oxidiert. Diese Vermutung liegt nahe, weil Kouzi et al. diese Reaktion bereits fiir
die Betulinsdure nachweisen konnten, die von ATCC13368 zu Betulonsdure oxidiert wird [90].
Da eine eindeutige Abtrennung der CYP106A2-abhingigen Reaktionsprodukte nicht moglich
war, zudem die Produktmengen zur Bestimmung der Hydroxylierungsposition nicht ausreichten,
wurden diese Substrate in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.

Pregnenolon ist ein Vorldufermolekiil der Steroidhormone. Pregnenolon wird in Sdugerzel-
len aus Cholesterol durch die Abspaltung der Isopropylseitenkette durch das Enzym CYPI11A1
gebildet. Diese Reaktion stellt den initialen Schritt der Steroidhormonbiosynthese dar. Zudem
wird Pregnenolon zu den Neurosteroiden gezihlt und derzeit in Hinsicht auf eine Behandlung der
Schizophrenie erforscht [110]. Die in vivo Umsetzung von Pregnenolon mit CYP106A2 fiihrte zu
zwei Reaktionsprodukten, von denen eines (R (HE/EE 1/1) = 0,19) als 73-Hydroxypregnenolon
identifiziert wurde. Das zweite Reaktionsprodukt konnte nicht in ausreichender Menge und Rein-
heit fiir eine NMR-Analyse gewonnen werden, ist aber mutmallich das a-Stereoisomer, in Ana-

logie zu den DHEA-Produkten. Sieben-oxygenierte Steroide und Sterole sind in der Natur weit
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verbreitet und vor allem in Sdugern, Vogeln, Fischen und Pflanzen zu finden. Die hepatische
7a-Hydroxylierung von Cholesterol stellt beispielsweise den geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt in der Gallensduresynthese dar [111]. Lange war die gingige wissenschaftliche Meinung,
dass Hydroxylierungen an der Position 7 lediglich zur Ausscheidung der Steroide dienen. Dann
wurden 7-Hydroxylierungen zunehmend auch in extra-hepatischen Geweben beschrieben, wor-
aus man schloss, dass 7-hydroxylierte Steroide vielleicht nicht nur reine Abbauprodukte darstel-
len. Eines der interessantesten Gewebe, dem eine 7-Hydroxylase-Funktion nachgewiesen werden
kann, ist das Gehirn [112]. Doostzadeh et al. wiesen 1996 die 73-Hydroxylierung von Pregne-
nolon mit rekombinant in Hefe exprimiertem CYP1A2 sowie nach Interaktion mit Mikrosomen
aus Miusehirnen nach [113].

Der in der vorliegenden Arbeit Pregnenolonumsatz war ausreichend fiir NMR-Analysen, lag
aber hinter den Umsatzraten von Dipterocarpol und vor allem DHEA weit zuriick. Weiterfiih-
rende Arbeiten sollten daher die Optimierung der Pregnenolonumsetzung mit B. megaterium
beinhalten. Ansatzpunkte hierzu, die im Folgenden fiir DHEA und Dipterocarpol untersucht wur-
den, sind die Nutzung des von von Bleif konstruierten Expressionsstammes und die Erfolge, die
durch die Umsetzung mit ruhenden Zellen und die Fiitterungsumsitze erzielt werden konnten (s.
u.).

Dehydroepiandrosteron (DHEA) et al. wurde von B. megaterium ebenfalls in ein Haupt-
und ein Nebenprodukt (R¢ (EE) = 0,41 bzw 0,29) iiberfiihrt, die als die beiden Stereoisomere
7B-OH-DHEA und 7a-OH-DHEA identifiziert werden konnten (s. Abschnitt 5.2.3). 7a-OH-
DHEA ist eines der Hauptstoffwechselprodukte von DHEA in der Leber und extrahepatischen
Geweben, insbesondere im Gehirn. Die 7a-Hydroxylierung im Gehirn und in der Leberwerde
von CYP7BI1 katalysiert. Fehlregulationen in der Expression dieses Enzyms werden mit neuro-
degenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson in Zusammenhang
gebracht. Bisher ist im Menschen kein Enzym bekannt, welches die 73-Hydroxylierung von

DHEA Kkatalysiert. Es konnte aber gezeigt werden, dass die 118-Hydroxysteroidehydrogenase
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Typ I (11BHSDI1) die Umlagerung von 7o zu 73-OH-DHEA iiber das 7oxo-Intermediat vermit-
telt [114, 115]. Die 7-Hydroxy-DHEA-Derviate werden in dem Zusammenhang als kompetetive
Inhibitoren der 11BHSDI1 diskutiert. Moglicherweise wird neben dem Gleichgewicht von Corti-
son und Cortisol auch das von 7¢a- und 73-OH-DHEA iiber die Aktivitit der 113-HSD1 reguliert.
Hennebert et al. untersuchten 2007 die Expression von CYP7B1 und 113HSD1 und die Bildung
von 7f- und 7a-OH-DHEA in der Haut. Es gelang ihnen zu zeigen, dass beide Stereoisomere
sowohl Substrate als auch kompetetive Inhibitoren des Enzyms darstellen, wobei 73-OH-DHEA
mit einem Kj von 0,244 £ 0.005 uM eine ca. fiinfmal stirkere inhibitorische Wirkung als das
o-Stereoisomer aufweist [116]. Die normalen zelluldren Spiegel von 7-hydroxylierten DHEA-
Spezies sind etwa dreimal geringer als die von Cortisol bzw. Cortison. Daher spielen die be-
schriebenen Effekte unter normalen physiologischen Bedingungen zunéchst keine Rolle. Erst im
Falle einer Entziindung kommen sie durch die Interleukin 18 induzierte Erhohung der 7a-OH-
DHEA-Konzentration, infolge einer vermehrten CYP7B1-Expression, zum Tragen [117]. Eine
mogliche praktische Anwendung zeigten Pelissier et al., die 2006 bei Ratten nachwiesen, dass
die Gabe von DHEA bzw. 7a-OH-DHEA die Ausbildung von Dextrannatriumsulfat induzierter
Colitis hemmt, indem die durch oxidativen Stress bewirkte Schidigung von Proteinen und die
Peroxidation von Fetten nachweislich verringert wird [118].

In der Zwischenzeit sind iiber die immunmodulatorischen Wirkungen hinaus unterschiedliche
potentielle physiologische Bedeutungen 7-hydroxylierter Pregnenolon- und DHEA-Spezies be-
schrieben. Beispielweise wiesen Bicikova et al. 2011 verringerte 7o.-OH-DHEA-Mengen und
erhohte Autoantikdrpermengen gegen die Thyroid-Peroxidase in Patienten nach, die an Schizo-
phrenie leiden [119]. Duskova et al. beschrieben im gleichen Jahr, dass die Konzentrationen der
7-hydroxylierten Steroidspezies (DHEA, Pregnenolon) im Gegensatz zu ihren respektiven Vor-
ldufern bei Frauen im Verlauf der Menstruation schwanken und in der lutealen Phase, in der Frau-
en vermehrt zu Stimmungsschwankungen neigen, signifikant verringert sind [120]. Sedlackova

verdffentlichten 2012 eine Studie, die Hinweise darauf liefert, dass die Fettleibigkeit bei Jungen
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mit einer Erhohung der 7a.-OH-DHEA Konzentration einhergeht. Die Studie liefert allerdings
keine Aussage, ob die Fettleibigkeit den Anstieg der 70.-OH-DHEA Konzentration verursacht
oder die hohe 7a-OH-DHEA Konzentration Fettleibigkeit begiinstigt. Keine Anderung der 7a-
OH-DHEA Konzentration konnte bei fettleibigen Méddchen festgestellt werden [121].

Die Umsetzung von Dipterocarpol resultierte in der Bildung von zwei Hauptprodukten (R
0,6; 0,214) und vier Nebenprodukten (R¢ 0,4; 0,38; 0,142 und 0,00285) (s. Abschnitt 5.2.2).
Die beiden Hauptprodukte konnten mittels NMR als 7B-Hydroxydipterocarpol und 783,11 a-
Dihydroxydipterocarpol identifiziert werden. Bei der Reaktion wurden noch drei weitere Ne-
benprodukte gebildet (33 % der Gesamtreaktion), die jedoch nicht in ausreichender Menge
und Reinheit fiir eine NMR-Analyse gewonnen werden konnten. Zwei der Nebenprodukte (R
(He/EE 50/50) 0,4 bzw. 0,38) eluierten auf der DC zwischen dem monohydroxylierten 73-OH-
D und dem dihydroxylierten 7f3,11a-OH-D. Es liegt die Vermutung nahe, dass beides eben-
falls monohydroxlyierte Derivate von Dipterocarpol darstellen. Moglicherweise ist eines der
beiden Produkte das 11-OH-D. Denkbar wire auch, dass analog zur Reaktion von DHEA
mit CYP106A2 das 7a-Stereoisomer von 73-OH-D gebildet wird. Dass keine Reaktion von
7B,11a-Dihydroxydipterocarpol mit CYP106A2 in vitro nachgewiesen werde konnte, ist ein
Hinweis darauf, dass die polareren Nebenprodukte mit Re-Werten von 0,142 und niedriger aus
der Reaktion mit anderen Bacillus-Enzymen als CYP106A2 hervorgehen. Alternativ konnte die
andersgeartete Umgebung innerhalb der Zelle (Ionenstéirke, pH) zusammen mit den homologen
Redoxpartnern von CYP106A2, dem Megaredoxin und der Megaredoxinreduktase, die Bildung
mehrfachhydroxylierter Spezies begiinstigen.

Dipterocarpol ist ein tetracyclisches Dammaran (auch bezeichnet als Hydroxydammareno-
ne II), welches zu den Haupttriterpenoiden in Dammar (Harz verschiedener Vertreter der Di-
pterocarpaceae) bzw. Mastixharz (Harz von Pistacia lenticus und Pistacia terebinthus gehort
[122, 123, 124]. Interessant ist Dipterocarpol vor allem aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit

zu den bioaktiven Stoffen des Ginseng der Gattung Panax (Panax Ginseng C.A. Meyer, Panax
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notoginseng). Diese werden unter dem Begriff Ginsenoside zusammengefalit und sind haupt-
sdchlich Dammarantriterpenoide, die groB3tenteils in der Wurzel und in den Bléttern der Pflanze
in unterschiedlich stark glykosylierter Form vorliegen. Dipterocarpol unterscheidet sich von den
Vorldufermolekiilen dieser Ginsenoside, Protopanaxadiol und Protopanaxatriol, lediglich darin,
dass diese beiden Substanzen zusitzliche Hydroxygruppen tragen sowie in der Stellung der 25-

OH-Gruppe (s. Abb. 6.5 [125].

CH; OH

Protopanaxadiol Protopanaxatriol

Abbildung 6.5: Strukturen von Dipterocarpol und den Ginsenosidvorldufermoleliillen Protopanaxadiol
und Protopanaxatriol

Fiir die Ginsenoside sind antioxidative, antivirale und antitumorale Eigenschaften beschrie-
ben. Dariiber hinaus spricht man ihnen einen positiven Einfluss auf das kardiovaskulére, endokri-
ne und das Immunsystem zu [126, 127]. Die unterschiedlichen Wirkungsweisen werden durch
die verschiedenen physikochemischen Eigenschaften der Ginsenoside vermittelt [6]. Es gibt ver-
schiedene Griinde, warum die Ginsenoside trotz ihres Potentials nicht zu Medikamenten weiter-
entwickelt wurden. Einer ist sicherlich, dass sie nur in geringen Mengen isoliert werden kénnen

und ihre industrielle Vermarktung nicht wirtschaftlich ist. Im Gegensatz zu den Ginsenosiden
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kann Dipterocarpol aus vielen Mitgliedern der Dipterocarpaceae-Familie gewonnen werden und
ist vergleichsweise giinstig als Reinsubstanz kiuflich zu erwerben. Die vorgestellte Einfiihrung
O-funktioneller Gruppen an Position 7 bzw. 7 und 11 geht moglicherweise einher mit einer An-
derung der Bioaktivitit, bewirkt durch die Anderungen der physikochemischen Eigenschaften
des Molekiils.

Die Charakterisierung bioaktiver Eigenschaften ist komplex. Eine KenngroBe bei der Charak-
terisierung von Substanzen mit pharmazeutischem Potential, ist die toxische Wirkung auf Zel-
len in Kultur (Zytotoxizitit), die vor allem bei der Entwicklung von Krebsmedikamenten eine
relevante Eigenschaft darstellt. Um ein Bild iiber mogliche zytotoxische Wirkungen der Diptero-
carpolreaktionsprodukte zu erhalten, wurden HeLa- und COS-1-Zellen mit Dipterocarpol, 7f3-
Hydroxydipterocarpol und 7f,11a-Dihydroxydipterocarpol behandelt. Das monohydroxylierte
7B-Hydroxydipterocarpol wirkte dosisabhingig zytotoxisch auf die beiden getesteten Zelllinien,
wihrend die anderen beiden Substanzen keinen entscheidenden Einfluss auf die Zellviabilitit
nahmen. Eine 100 %ige Hemmung der Zellviabilitit wurde nach Behandlung der HeLa-Zellen
mit 100 uM bzw. der COS-1-Zellen nach Behandlung mit 200 uM 7-Hydroxydipterocarpol
erreicht. Verglichen mit dem Dipterocarpol strukturell nah verwandten Ginsenosidvorldufermole-
kiil Panaxadiol, welches mit einem ICs5o-Wert von 1,2 uM zytotoxich auf HeLLa-Zellen wirkt, ist
die zytotoxische Wirkung von 7f-Hydroxydipterocarpol auf HeLa-Zellen mit einem ICso-Wert
von 19,2 uM moderat. Die halblethale Dosis 7f-Hydroxydipterocarpol betrug bei den COS-
1 Zellen 60 uM, damit vertrugen die COS-1-Zellen etwa die dreifache Dosis an 7-Hydroxy-
dipterocarpol verglichen mit den HeLa-Zellen [88]. Vergleichsdaten strukturell dhnlicher Dam-
marane und ihrer Wirkung auf COS-1-Zellen liegen nicht vor. Der Wirkungsbereich auf HeL a-
Zellen entspricht dem anderer Dammarantriterpenoide, wie das 3,30(S),24(S)-Trihydroxydammar-
25-enol (ICsp 30 uM) [128].

Das bisher in der Literatur nicht beschriebene, zweifachhydroxylierte 7f,11a-Dihydroxy-

dipterocarpol wirkte nicht toxisch auf die beiden getesteten Zelllinien. Jedoch ist die Stellung
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der Hydroxygruppen chemisch interessant, da keine Beschreibung der Substanz in der Literatur
gefunden wurde [3]. Eingehendere Untersuchungen beziiglich der Bioaktivitit dieser Substanz
sind daher durchaus lohnenswert, da spezifische cytotoxische Wirkungen nicht ausgeschlossen
werden konnen. Zudem konnen fernab von toxischen Einfliissen andere pharmazeutisch relevan-

te Bioaktivitidten dieser Substanz nicht ausgeschlossen werden.
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6.3 Optimierung der Ganzzellbiokatalyse

Die Umsatzrate und die davon abhingige Ausbeute eines Biokatalyseprozesses sind von vie-
len verschiedenen Faktoren beeinflusst. Unter anderem spielt die Stabilitit des Biokatalysators
selbst, seine Aktivitit, seine Toleranz gegeniiber organischen Losemitteln eine grofle Rolle. Des
Weiteren konnen die Bioverfiigbarkeit und die Abhingigkeit von Kofaktoren die Enzymkatalyse
limitieren. Bei rekombinanten Systemen ist die Expressionsleistung ein weiterer entscheidender
Faktor. Der Expressionsstatus der Zellen ist abhéingig von ihrem physiologischen Zustand, wel-
cher wiederum von der Wachstumsphase und den Kultivierungsbedingungen beeinflusst wird.
Vor allem iiben die zur Verfiigung stehenden Kohlenstoff- und Stickstoffquellen einen entschei-
denen Einfluss auf die Proteinexpression aus. Es konnen sich abhingig von den Kultivierungs-
bedingungen die unterschiedlichsten Stoffwechselprodukte, darunter auch solche, die die P450-
Reaktionen hemmen, anreichern [129]. Ein klassisches Beispiel hierfiir ist die Bildung von Indol
aus Tryptophan durch E. coli. Die hohen Indolkonzentrationen, die bei der Kultivierung von E.
coli in tryptophanhaltigem Komplexmedium erreicht werden, konnen die P450-Reaktion voll-
standig zum Erliegen bringen [85].

Mit B. megaterium ATCC13368 konnten aus 150 mg Dipterocarpol 10 mg 73-Hydroxy- und 2
mg 7,11 a-Dihydroxydipterocarpol hergestellt werden. Die Umsetzung von Dipterocarpol wur-
de iiber 24 h verfolgt. Dabei wurde beobachtetet, dass die Zellen nicht in der Lage sind, 200
uM Dipterocarpol vollstandig in hydroxylierte Produkte zu iiberfithren. Eine mogliche Erkli-
rung konnte die Hemmung der Enzymreaktion durch die gebildeten Produkte selbst darstellen.
Zumindest fiir die beiden Hauptprodukte konnte dies allerdings ausgeschlossen werden.

Neben einer direkten Inhibierung der Enzymreaktion kann die Enyzmreaktion auch indirekt,
durch toxische Wirkung von Dipterocarpol oder seiner Produkte auf die Zellen, geghemmt werden.
Um die Auswirkung der Dipterocarpolumsetzung auf den physiologischen Zustand der Zellen zu
untersuchen, wurde eine Wachstumskurve aufgenommen. Nach Zugabe von 200 uM Dipterocar-

pol erreichten die Zellen nach 24 h eine ODs7g von 9,7, wuchsen somit gerade halb so dicht wie
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eine Vergleichskultur ohne Dipterocarpol (ODs73 = 19,49). Dieser Effekt ist nicht ungewohn-
lich und konnte auch fiir die anderen in dieser Arbeit untersuchten Substrate beobachtet werden
(s. Abb. 6.6). Eine toxische Wirkung auf die Zellen wurde von Frau Anastasia Zinschenko im
Rahmen ihres Vertiefungspraktikums untersucht, wobei keine messbare toxische Wirkung von
Dipterocarpol auf die Bakterienzellen festgestellt werden konnte.

_—u— Dipterocarpol
204 —e— DHEA
18—- —A— Pregnenolon
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Abbildung 6.6: Wachstumskurven von B. megaterium ATCC13368 kultiviert in Soyton-Komplexmedium
bei 150 rpm und 30 °C in Erlenmeyerkolben mit Schikanen

Um limitierende Faktoren aus dem Metabolismus der B. megaterium Zellen auf die Diptero-
carpolumsetzung auszuschlieBen, wurden die Biotransformationen auch mit ruhenden Zellen
durchgefiihrt. Zur Herstellung ruhender Zellen werden die Bakterien zunichst in Komplex- oder
definierten Vollmedien kultiviert und anschlieend in ein Puffersystem iiberfiihrt. Diese Zellen
sind dann metabolisch noch aktiv, teilen sich aber nicht mehr, weshalb man von ruhenden Zel-
len spricht. Die Verwendung von ruhenden Zellen hat den Vorteil, dass Stoffwechselprodukte,
wie das oben genannte Indol, vor der eigentlichen Biotransformation entfernt werden [74, 85].
Zudem erleichtert das Entfernen von Komplexmedien die nachfolgende Prozessierung bzw. Ana-

lytik erheblich. Allerdings vermochten ruhende B. megaterium Zellen ebenfalls nicht mehr als
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167 uM Dipterocarpol in 24 h umzusetzen.

Ein weiterer Versuch zur Steigerung der Dipterocarpolumsetzung war die Verwendung des
von Bleif entwickelten rekombinanten Biokatalysators, der die Xylose-induzierte Uberexpressi-
on von CYP106A2, sowie den heterolgoen Redoxpartnern AdR und Adx4.198 in B. megaterium
MS941 ermoglicht. Es wurde gehofft, dass die Bereitstellung groBerer Mengen des Biokataly-
sators eine vollstindige Hydroxylierung von 200 uM Dipterocarpol in 24 h ermoglicht. Jedoch
fiihrte die Verwendung des MS941_CAA-Stammes ebenfalls nicht zum gewiinschten Ergebnis,
da nach 24 h immer noch Reste des Substrates detektiert werden konnten.

Eine Erhohung der Ausbeute wurde somit weder durch Verwendung von ruhenden Zellen
noch durch die Verwendung eines rekombinanten Systems erzielt. Die Ausbeute an 73-Hydrox-
ydipterocarpol und 7f,11a-Dihydroxydipterocarpol konnte jedoch durch die schrittweise Sub-
stratzugabe erhoht werden (s. Tab. 6.7). Der limitierende Schritt der Dipteroarpolumsetzung ist
nicht bekannt. Zur biotechnologischen Anwendung dieser Reaktion konnte die Entwicklung ei-
nes Systems zur kontinuierlichen Produktabtrennung in Betracht gezogen werden. Die toxische
Wirkung auf die Zellen konnte auch durch die Verwendung von Lysaten umgangen werden. Ze-
hentgruber et al. zeigten bereits, dass lyophylisierte E. coli-Lysate ebenfalls effektiv zur Herstel-
lung von hydroxylierten Steroiden eingesetzt werden konnen [130]. Es ist denkbar, dass diese

Methode auch mit B. megaterium-Zellen angewendet werden kann.

Tabelle 6.7: Vergleich der Dipterocarpolausbeuten nach Umsetzung im diskontinuierlichen Satz- (Batch)
bzw. Fiitterungumsatzes (Feed). Dargestellt sind die absoluten Ausbeuten nach Extraktion und Reinigung
der Reaktionsprodukte iiber Kieselgel-60.

Produkt 150 mg (Batch) 300 mg (Feed)

7B-OH-D 10 mg (6,66 %) 46 mg (15 %)
7B,11a-OH-D 0,8 mg (1,33 %) 33 mg (11 %)

Die Umsetzungen von DHEA mit B. megaterium ATCC13368 waren gegeniiber der Diptero-

carpolumsetzung bedeutend besser (s. Tab. 5.48). Wihrend von Dipterocarpol in 24 h 200 uM
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nicht vollstindig umgesetzt werden konnten, gelang dies fiir 400 uM DHEA bereits innerhalb
von 180 min. Damit ergibt sich eine theoretische Umsatzrate von 3,2 muM pro Tag. Weil die Um-
setzung von Dipterocarpol nach schrittweiser Zufiitterung des Substrates die Ausbeute deutlich
verbesserte, wurde die Umsetzung von DHEA ebenfalls unter kontinuierlicher Substratzufiitte-
rung untersucht. Die Zugabe von DHEA erfolgte in Schritten von 400 uM im Abstand von je
180 min. Die Reaktion stoppte jedoch nach Zugabe von 1,6 mM DHEA (s. Abb. 5.46), wofiir es
verschiedene Erkldrungen gibt. Entweder inhibiert die Anreicherung der DHEA-Produkte in der
Kultur die Reaktion oder die Aktivitit der Zellen ldsst nach ldngerer Inkubation (24 h) nach. Letz-
teres ist auszuschlieBen, da die Aktivitit der B. megaterium Zellen nach 24 h ihren Hohepunkt
erreicht und nach 48 h immer noch rund 80 % betréigt. Auch die Hydroxylierung von DHEA wur-
de auf eine gesteigerte Umsatzrate unter Verwendung ruhender Zellen sowie des rekombinanten
Systems (MS941_CAA) untersucht. Ruhende Zellen vermochten DHEA innerhalb von 60 min
vollstindig in die beiden 7-hydroxylierten Produkte zu iiberfithren. Anders als bei Dipterocar-
pol, konnte durch die Trennung von Kultivierung und Umsatz eine Steigerung der Umsetzung
um das Dreifache erreicht werden. Daher wurden die Untersuchungen mit dem MS941_CAA-
Stamm fiir DHEA ebenfalls in ruhenden Zellen durchgefiihrt. Eine weitere Steigerung der Um-
satzrate konnte durch die MS941_CAA-Zellen jedoch nicht erreicht werden. Interessanterweise
dnderte sich allerdings das Produktmuster. Das Hauptprodukt der Reaktion ist immer noch 7-
OH-DHEA, aber aus der Reaktion mit den rekombinanten MS941_CAA-Zellen geht deutlich
weniger 70.-OH-DHEA-Nebenprodukt hervor. Vergleicht man die Produktverhiltnisse, so zeigt
sich, dass nach in vitro Reaktion beinahe dquimolare Mengen der beiden Stereoisomere gebildet
werden. Der Wirtsstamm B. megaterium ATCC13368 bildet dagegen 80 % und der rekombinante
MS941_CAA-Stamm sogar 90 % 73-OH-DHEA (s. Abb. 6.8). Bisher ist die Ursache dieser Be-
obachtung vollig unklar. Eine Anderung der Selektivitit in Abhingigkeit von der Wahl des redu-
zierenden Agenz wurde 1979 von Berg et al. beschrieben. Sie konnten feststellen, dass nach Ver-

wendung von Natriumiodat (NalOy) als Elektronenlieferant, CYP106A2 Progesteron zu 15¢ und
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15B-Hydroxyprogesteron im Verhéltnis von 4,6 zu 5,8 nmol Produkt/nmol P450/min (Quotient
= 1,3) hydroxyliert. Die Erhohung der Natriumiodatkonzentration dnderete das Verhiltnis nicht.
Das Produktverhiltnis @nderte sich jedoch bei Verwendung von Iodobenzen (C¢Hs10) deutlich,
in dieser Reaktion wurden 4,7 nmol/nmol P450 /min 15a-OH-Progesteron und 14,2 nmol/nmol
P450/min 15 -OH-Progesteron erhalten [61]. Auch Bleif konnte eine Anderung der Stereoselek-
tivitdt bei der Umsetzung mit dem MS941-CAA-Stamm im Vergleich zum ATCC13368-Stamm

beobachten [80]. Bisher ist es allerdings nicht méglich, dieses Phidnomen zu erkléren.
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Abbildung 6.8: Produktmuster der DHEA Umsetzung mit CYP106A2 im in vitro rekonstituierten Enzym-
system aus CYP106A2, AdR und Adx4.1p3, dem Wirtsstamm des Enzyms B. megaterium ATCC13368 und
einem rekombinanten Biokatalysesystem in B. megaterium MS941 mit Uberexpression von CYP106A2,
AdR und AdX4_ 108

Die Hydroxylierung von Steroiden durch Mikroorganismen ist seit vielen Jahrzehnten bekannt.
Auch konnten bereits einigen eine 7-Hydroxylaseaktivitat mit DHEA nachgewiesen werden, wo-
bei das 7 -Produkt fast immer das Nebenprodukt der Reaktion darstellt. Zumeist handelt es sich
dabei um filamentose Pilze. Einige DHEA-hydroxylierende Spezies sind Exophilala jeanselmei
(var. lecanii corni UAMH 8783), M. recemosus, Boryodiploida malorum CBS 134.50, Mortie-
rella isabellina AM212, Nigrospsora [131]. Sie alle reagieren mit DHEA jedoch unselektiv zu
Gemischen aus den 7¢- und 7-Stereoisomeren, die oft zusammen mit weiteren Produkten auf-

treten. Beispielsweise produziert Mucor racemosus mit einer Umsatzrate von 0,015 g/1/h die bei-
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den Stereosiomere im Verhiltnis 3 zu 2 (a zu ). Dagegen vermag B. megaterium MS941_CAA
400 uM (= 0,155 g/1) in gerade einer Stunde zu 90 % zu 73-OH-DHEA umzusetzen. Die Umset-
zung von DHEA mit B. megaterium hilt damit einem Vergleich mit bisher beschriebenen Syste-
men durchaus stand. Zukiinftig sollte die Weiterentwicklung des Fiitterungsumsatzes unter Ver-
wendung ruhender Zellen es ermdglichen, die anfingliche Reaktionsgeschwindigkeit iiber einen
langeren Zeitraum beizubehalten. Eine kontinuierliche Zufuhr einer Kohlenstoffquelle, einherge-
hend mit einer kontinuierlichen Produktabtrennung, wird hochstwahrscheinlich eine erhebliche
Steigerung der Ausbeute bewirken.

Ein entscheidender Schritt in Richtung Anwendung der Biokatalyse von DHEA durch B. me-
gaterium wird es sein, den sogenannten ,,Downstream Process*‘(DSP), d.h. die Extraktion, Reini-
gung und Weiterverarbeitung der Reaktionsprodukte, zu verbessern. Ein Teil der Verluste konnte
durch Verwendung automatisierter Reinigungsprozeduren vermieden werden. Auch die Art der
Trennung, insbesondere ihre Leistung kann durch die Wahl alternativer Sdulenmaterialien ver-
bessert werden. Die Trennung der hydroxylierten DHEA-Spezies, die eine vergleichsweise hohe
Hydrophilie besitzen, kann durch Umstieg von Normal- auf Umkerphase verbessert werden. Pri-
parative RP-HPLC Verfahren sind fiir das DSP der Biotransformation von DHEA durch B. mega-
terium zu empfehlen. Zur Verbesserung der Ausbeute durch verbesserte Riickgewinnung der Re-
aktionsprodukte nach der Ganzzellbiokatalyse haben Utkur et al. superkritisches CO, verwendet.
In Zweiphasensystemen (aber auch bei der Fliissig-Fliissig-Extraktion) konnen sich zwischen
der wissrigen Phase, die die Bakterienkultur enthélt und der organischen Phase stabile Emul-
sionen bilden. Superkritisches CO; ist in der Lage diese Emulsionen zu destabilisieren, was die
Phasentrennung und damit die Extraktionseffizienz deutlich verbesserte [132]. Zukiinftig ist es
sicherlich sinnvoll, die Verwendung solcher Extraktionshilfen zur Verbesserung der Ausbeute zu
untersuchen.

Die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erkenntnisse bestirken das Potential von CYP106A2

als vielseitigen Biokatalysator fiir die Herstellung hochpreisiger Reaktionsprodukte im prépara-
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tiven Malistab. Zudem konnte das hier vorgestellte Screeningsystem in unserer Arbeit bereits
erfolgreich mit anderen Cytochrom P450 Enzymen eingesetzt werden. Abschlieend kann ge-

sagt werden, dass die gesteckten Ziele der vorliegenden Arbeit vollstindig erreicht wurden.
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7 ANHANG

7 Anhang

7.1 NMR-Daten

73-Hydroxydipterocarpol: 'H NMR: (CDCl3, 500 MHz), 6 0,90 s (3H, 3x H-19); 0,93 s (3H,
3x H-18); 0,98 s (3H, 3x H-30); 1,03 s (3H, 3x H-29); 1,07 s (3H, 3x H-28); 1,14 s (3H, 3x
H-21); 1,22 m (H-12a); 1,30 m (H-15a); 1,31 m (H-9); 1,37 m (H-11a); 1,39 m (H-1a); 1,46 m
(H-5); 1,46 m (2H, 2x H-22); 1,50 m (H-11b); 1,51 m (H-16a); 1,59 m (H-6a); 1,60 m (H, H-6b);
1,61 m (H-13); 1,61 s (3H, 3x H-27); 1,67 m (H-15b); 1,67 s (3H, 3x H-26); 1,69 m (H-17);
1,77 m (H-16b); 1,86 m (H-12b); 1,87 m (H-1b), 2.04 m (2H, 2x H-23); 2,43 m (H-2a); 2,46
m (H-2b); 3,81 m (H-7); 5,10 tsep (J= 7 und 1.5 Hz, H-24). 3C NMR: (CDCl3, 125 MHz), §
9,51 (C-30); 15,94 (C-19); 16,16 (C-18); 17,69 (C-27), 20,98 (C-29); 21,98 (C-11); 22,54 (C-23);
25,22 (C-16); 25,66 (C-21), 25,66 (C-26); 26,72 (C-28), 27,33 (C-12); 28,98 (C-6); 33,93 (C-2);
34,60 (C-15); 36,64 (C-10), 39,44 (C-1); 40,19 (C-22), 43,18 (C-13); 45,89 (C-8); 47,04 (C-4);
48,83 (C-17); 49,55 (C-9), 49,58 (C-14); 52,72 (C-5), 74,52 (C-7), 75,30 (C-20); 125,58 (C-24);
131,72 (C-25); 217,35 (C-3).
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Abbildung 7.1: Aus den NMR-Daten errechnete Strukturformel von 7f-Hydroxydipterocarpol mit C-
Atomnummerierung

783-,11c-Dihydroxydipterocarpol: 'H NMR: (CDCl3, 500 MHz), § 0.98 s (3H, 3x H-18),
1,00 m (3H, 3x H-30); 1,04 s (3H, 3x H-19); 1,05 m(3H, 3x H-29); 1,08 m(3H, 3x H-28); 1,15
s (3H, 3x H-21); 1,34 m (H-15a); 1,39 m (H-12a); 1,47 m (2H, 2x H-22); 1,48 m (H-9); 1,51 m
(H-16a); 1,59 m (H-6a); 1,61 m (H-6b); 1,61 m (3H, 3x H-27); 1,62 m (H-5); 1,62 m(H-15b);
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1,66 m (H-1a); 1,67 m(3H, 3x H-26); 1,73 m (H-17); 1,78 m (H-13); 1,79 m (H-16b); 2,04 m (2H,
2x H-23); 2,16 ddd (J= 12, 5 und 3 Hz, H-12b); 2,37 ddd (J= 15, 8,3 und 7 Hz, H-2a); 2,48 ddd
(J=15, 9 und 5,7 Hz, H-2b); 2,65 ddd (J= 14, 8,3 und 5.7 Hz, H-1b); 3,79 m (H-7); 4,01 ddd
(J=11, 11 und 5 Hz, H-11); 5,10 tsep (J= 7 und 1,5 Hz, H-24). 13C NMR (CDCl3, 125 MHz),
8 10,32 (C-30); 15,94 (C-18); 16,80 (C-19); 17,72 (C-27); 20,71 (C-29); 22,55 (C-23); 25,55
(C-16); 25,71 (C-26); 25,95 (C-21); 27,54 (C-28); 29,12 (C-6); 34,05 (C-2); 34,45 (C-15); 38,19
(C-10); 2x 39,66 (C-12 und C-22); 41,50 (C-13); 41,59 (C-1); 46,14 (C-8); 47,36 (C-4); 48,74
(C-17); 49,35 (C-14); 52,37 (C-5); 54,60 (C-9); 70,69 (C-11); 74,25 (C-7); 75,17 (C-20); 124,46
(C-24); 131,88 (C-25), 218,09 (C-3).
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Abbildung 7.2: Aus den NMR-Daten errechnete Strukturformel von 7f,11a-Dihhydroxydipterocarpol
mit C-Atomnummerierung

73-Hydroxypregnenolon: '"H NMR: (CDCls, 500 MHz), § 0,63 s(3H, 3 x H-18); 1,03 s (3
H, 3 x H-19); 1,06 m (H-1a); 1,07 m (H-9); 1,27 m(H-14); 1,39 m (H-12b), 1,40 m (H-8); 1,47
m (H-11b); 1,50 m (H-2b); 1,56 m (H-15b); 1,62 m (H-11a); 1,70 m(H-16b); 1,84 m (2x, H-1a,
H-2a); 1,92 m (H-15a); 2,03 m (H-12a); 2,11 s (3H, 3x H-21); 2,18 m(H-16a); 2,23m (H-4); 2,32
ddd (J = 13,5, 5 und 2 HZ, H-7); 2,48 dd (J = 9,5 und 9,5 HZ, H-17); 3,53m (H-3); 3,83 ddd (J
=8, 2 und 2 Hz, H-7); 5, 27 dd (J = 2 und 2 Hz). 3C NMR (CDCls, 125 MHz) § 13,20 (C-18);
19,14 (C-19); 21,04 (C-11); 23,35 (C-16); 26,68 (C-15), 31,53 (C-2); 31,59 (C-21); 36,58 (C-10);
36,91 (C-1); 38,64 (C-12); 41,09 (C-8); 41,49 (C-4); 44,42 (C-13); 48,12 (C-9); 56,03 (C-14);
63,05 (C-17); 71,36 (C-3); 73,14 (C-7); 125,49 (C-6); 143,49 (C-5); 209,54 (C-20).
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Abbildung 7.3: Aus den NMR-Daten errechnete Struktur von 7f-Hydroxypregnenolon mit C-
Atomnummerierung

7B-Hydroxydehydroepiandrosteron:'H NMR: (CDCls, 500 MHz), § 0,88 s (3H, 3x H-18);
1.05 (H-1a); m 1.06 s (3H, 3x-H19); 1,08 m (H-9); 1,23 m (H-12); 1,42 m (H-14); 1,48 m (H-11);
1,50 m (H-1b); 1,55 m (H-8); 1,68 m (H-11a); 1,82 m (H-12a); 1,83 m (H-15b); H 1,84 m (H-1a);
1,85 m (H-2a); 2,09 m (H-16b); 2,22 m (H-15a); 2,24 m (H-4b); 2,33 ddd (J = 13,5, 5 und 2,
H-4a); 2,45 m (H-16a); 3,53 m (H-3); 3,93 ddd (J = 8, 2 und 2, H-7); 5,29 dd (J =2 und 2, H-6);
13C NMR (CDCls, 125 MHz) § 13,60 (C-18); 19,19 (C-19); 24,21 (C-15); 20,41 (C-11); 31,51
(C-12); 31,51 (C-2); 35,98 (C-16); 36,69 (C-10); 36,90 (C-1); 40,52 (C-8); 41,67 (C-4); 47,78
(C-13); 48,27 (C-9); 51,23 (C-14); 71,27(C-3); 72,88 (C-7); 125,50 (C-6); 143,75 (C-5); 221,11
(C-17)
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Abbildung 7.4: Aus den NMR-Daten errechnete Strukturformel von 7B-OH-DHEA mit C-
Atomnummerierung

70-Hydroxydehydroepiandrosteron: 'H NMR: (CDCl3, 500 MHz), § 0,86 s (3H, 3x, H-18);
0,99 s (3H, 3x H-19); 1,09 m (H-1b); 1,25 m (H-12b); 1,26 m (H-9); 1,48 m (H-11b); 1,49 m
(H-2b); 1,55 m (H-15b); 1,64 m (H-8); 1,68 m (H-11a); 1,77 m (H-14); 1,80 m (H-12a); 1,83 m
(H-2a); 1,85 m (H-1a; 2,08 m (H-15a); 2,12 m (H-16b); 2,27 m (H-4b); 2,34 m (H-4a); 2,45 m
(H-16a); 3,54 m (H-3); 3,94 dd (J = 5 und 5, H-7); 5,61 dd (5 und 2, H-6); 13C NMR (CDCl3,
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125 MHz) 6 13,29 (C-18); 18,28 (C-19); 20,09 (C-11); 21,93 (C-15); 31,07 (C-12); 31,30 (C-2);
35,80 (C-16); 36,97 (C-1); 37,22 (C-10); 37,53 (C-8); 41,95 (C-4); 42,62 (C-9); 44,96 (C-14);
47,11 (C-13); 64,28 (C-7); 71,17 (C-3); 123,57 (C-6); 146,57 (C-5); 221,10 (C-17);

Abbildung 7.5: Aus den NMR-Daten errechnete Strukturformel von 7a-OH-DHEA mit C-
Atomnummerierung

159



7.2 LC-MS Ergebnisse (CNRS, Paris) 7 ANHANG

7.2 LC-MS Ergebnisse (CNRS, Paris)

1.30x107]

5.899

1.25x107
1.20x107]
1.15x107]
1.10x107
1.05x107]
1.00x107]
9.50x10%]
9.00x10%]
8.50x10%]
8.00x10%]
7.50x108]
7.00x10%]

6.50x10%]

2
]
2
2
£

4.228

6.00x10%]
5.50x10%]
5.00x10%]
4.50x10%
4.00x10%]
3.50x10%]
3.00x10%]
2.50x10%]

2.00x10%]

1.50x10%]
1.00x10%]
5.00x10%]

0.00

so0x105____

Minutes

Abbildung 7.6: TIC des Dexamethason in vitro Umsatzes
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7.3 Substrate des CYP106A2

Tabelle 7.8: Bekannte CYP106A2 Typ I-Substrate, fiir die bisher keine Reaktion mit dem Enzym nachge-
wiesen werden konnte

Substanz Referenz
19-Hydroxy-4-androsten-3,17-dion [77]
Sarsasapogenin diese Arbeit
Panaxadiol diese Arbeit
Rhamnetin diese Arbeit
Geraldol diese Arbeit
Noscapin diese Arbeit
Alpha-Apo-Oxytetracyclin diese Arbeit
3-Acetyl-11-Keto-3-Boswelliasiure [77]

Tabelle 7.9: Bisher bekannte Substrate von CYP106A2 mit entprechender Hydroxylierungsposition, so-
fern bekannt (n.b. = nicht bekannt, Nebenprodukte sind sofern nicht charakterisiert nicht aufgefiihrt)

Substrat Spin-Shift Hydroxylierungsposition Referenz
Deoxycorticosteron ja 158 [60, 61]
6-Fluoric-16-methyl-DOC nein 158 [60, 61]
Corticosteron nein 158 [60, 61]
Cholestenon ja 158 [65]
Progesteron nein 158 [65]
6p [65]
90t [65]
o [65]
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17-Hydroxyprogesteron nein 158 [60, 61]
200-Dihydroprogesteron nein 158 [60, 61]
Androstenedion ja 158 [60, 61]
Testosteron ja 158 [60, 61]
17c-Methyltestosteron nein 158 [78]
Abietinsdure nein 12¢¢ [75]
nein 128

11-Keto-fB-boswelliasiure ja 158 [80]
Betulinsiure ja n.b. [77]
Oleanonlsiure ja n.b. [77]
Ursolsdure ja n.b. [77]
Glycyrrhetinsdure ja 7B [78]
Anilin nein n.b. [64]
Imipramin nein n.b. [64]
4-Pregnen-203-0l-3-on nein nb. [77]
Dihydrochinonpimarséure ja n.b. [77]
Ethisteron nein n.b. [77]
Digitoxigenin nein n.b diese Arbeit
Prednison nein n.b. diese Arbeit
Dexamethason nein n.b diese Arbeit
DHEA nein 7B diese Arbeit
Tou diese Arbeit

Pregnenolon nein 7B diese Arbeit
Dipterocarpol ja 7B diese Arbeit
78,11 diese Arbeit

Betulin ja n.b. diese Arbeit
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