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Biotransformations with Cytochrome P450 Monooxygenases

Cytochrome P450 monooxygenases (CYP, P450) are heme containing, ubiquitous
enzymes that enable the hydroxylation of C-H bonds, often in a regio- and stereoselective
manner. Due to this ability they are of tremendous interest for the synthesis of fine
chemicals and pharmaceuticals. However, low activity, limited stability, oxygen- and
NAD(P)H-dependency restrict these enzymes mainly to lab scale applications.
Furthermore most P450s require additional components such as a cytochrome P450
reductase and an iron sulphur protein to enable the electron transfer from the NADPH to
the P450. Within this PhD project three different P450s were studied to identify the
bottlenecks of these valuable enzymatic reactions. Afterwards a concept should be
provided to overcome the limitations of each biotransformation and to make these
reactions more feasible for potential industrial applications.

As an example for a self sufficient P450, that contains all components necessary for
hydroxylation (reductase + heme domain) on a single polypeptide chain, the well-known
CYP102A1 from Bacillus megaterium was chosen and the conversion of (B-ionone to
4-hydroxy-B-ionone was studied. Therefore an Escherichia coli strain was constructed,
that expresses a variant of this P450 together with formate dehydrogenase from
Mycobacterium vaccae 10 or alcohol dehydrogenase from Lactobacillus brevis to
implement an enzyme coupled cofactor regeneration. Besides a strong product inhibition
only a limited chemoselectivity was observed. The desired product 4-hydroxy-B-ionone is
overoxidized by the CYP102A1 to the corresponding ketone. As the (R)-enantiomer was
not only formed in favour, but also turned out to be the preferred substrate for the
overoxidation, a drop in the enantiomeric excess over the reaction time was observed. By
adding dimethyl sulfoxide to the reaction medium and optimizing the reaction conditions,
the enantiomeric excess could be increased up to 72 % in favour for (R)-4-hydroxy-[3-
ionone. Thereby a volumetric productivity of 1.25 g L™ d™ and a TTN of 5 000 for the P450
was achieved.

The recombinant fission yeast strain Schizosaccharomyces pombe CAD 18 expresses the
human CYP21, a steroid-21-hydroxylase. This enzyme obtains the reduction equivalents
necessary for hydroxylation from the reductase of the host organism. To identify the
bottlenecks of this P450 catalyzed reaction the conversion of 17a-hydroxyprogesterone to
11-deoxycortisol was studied. Thereby substrate solubility and the substrate transport
over the membrane turned out to be crucial. By adding 5 vol% methanol to the reaction
media and by using permeabilized cells as biocatalyst, productivity could be doubled
compared to previously reported results.

CYP106A2 from B. megaterium is one of a few known bacterial steroid hydroxylases. This
enzyme has already been successfully expressed in E. coli together with the electron
transfer partners bovine adrenodoxin and adrenodoxin reductase. Additionally an enzyme
coupled cofactor regeneration system was implemented by expression alcohol
dehydrogenase from L. brevis and progesterone and testosterone conversion was
studied. Again, substrate transport over the membrane limited the whole cell
biotransformation. As no membrane associated enzymes were involved in the reaction,
the transport limitation could be overcome by using crude cell extract as biocatalyst. Due
to a high NADP™ concentration in the crude cell extract, addition of the expensive redox
cofactor could be avoided. In batch reactors under optimized conditions the productivity of
progesterone and testosterone conversion could be increased up to 18-fold, yielding an
absolute productivity for 158-OH-progesterone and 15B-OH-testosterone formation of
3.7gL"'d"and 5.5 g L" d" respectively. Product extraction with adsorber resins allowed
not only the recovery of quantitative amounts of 153-OH-progesterone and 153-OH-
testosterone but also the reuse of the biocatalyst.






Biotransformationen mit Cytochrom P450 Monooxygenasen

Da Cytochrom P450 Monooxygenasen (P450, CYP) die Hydroxylierung von C-H
Verbindungen ermdglichen, die haufig regio- und stereoselektiv verlaufen, sind diese
Enzyme von groRem Potential fir die industrielle Biotechnologie. Aufgrund der geringen
Aktivitat und Stabilitdt dieser Enzyme, sowie deren Sauerstoff- und Redoxcofaktor-
abhangigkeit beschrankt sich der Einsatz dieser Enzyme jedoch hauptsachlich auf
Anwendungen im Labormalstab. Zusatzlich bendtigen die meisten P450 weitere Protein-
komponenten die den Elektronentransport vom NAD(P)H zur P450 sicherstellen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollte anhand drei verschiedener P450s ein grundlegendes
Verstandnis fir die biotechnologische Anwendung von P450 erlangt werden. Anhand von
Parameterstudien sollten die limitierenden Faktoren der einzelnen Biotransformation
identifiziert werden und durch geeignete reaktionstechnische Malinahmen Uberwunden
werden.

Bei der CYP102A1 aus Bacilllus megaterium handelt es sich um eine der wenigen P450,
die keine weiteren Komponenten zum Elektronentransfer bendtigt. Eine Variante dieses
Enzyms wurde gemeinsam mit der Formiatdehydrogenase aus Mycobacterium vaccae 10
oder einer Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis in Escherichia coli exprimiert
und die Hydroxylierung von B-Jonon zu 4-Hydroxy-B-jonon untersucht. Neben einer
starken Produktinhibierung wurde eine begrenzte Chemoselektivitit des Enzyms
beobachtet, da das gewinschte Produkt 4-Hydroxy-p-jonon von der CYP102A1 zum
entsprechenden Keton weiteroxidiert wird. Dabei akzeptiert die CYP102A1 bevorzugt das
(R)-Enantiomer als Substrat, sodass der Enantiomereniberschuss wahrend der Reaktion
sinkt. Durch die Wahl geeigneter Reaktionsbedingungen konnte unter Zugabe von
Dimethylsulfoxid ein Enantiomereniberschuss von 72 % fir das (R)-Enantiomer erreicht
werden. Dariiber hinaus konnte eine Produktivitat von 1,25 g L™ d™ und eine TTN von
5000 fur die P450 erzielt werden.

Der rekombinante Spalthefestamm Schizosaccharomyces pombe CAD 18 exprimiert die
humane Steroidhydroxylase CYP21, wobei der Elektronentransport von der Spalthefe-
eigenen FAD/FMN abhangigen Cytochrom P450 Reduktase tGbernommen wird. Anhand
der Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron zu 11-Desoxycortisol wurde die CYP21
eingehend auf potentielle Limitierungen untersucht. Dabei wurde sowohl die
Substratldslichkeit als auch der Substrattransport in die Zelle als reaktionslimitierend
identifiziert. Durch den Einsatz vom permeabilisierten Zellen in Gegenwart von 5 vol%
Methanol konnte die Produktivitat im Vergleich zu Lieraturwerten verdoppelt werden.

Bei der CYP106A2 aus B. megaterium handelt es sich um eine der wenigen bekannten
bakteriellen Steroidhydroxylasen. Dieses Enzym konnte bereits gemeinsam mit den
Elektronentransferkomponenten Adrenodoxin und Adrenodoxinreduktase erfolgreich in
E .coli exprimiert werden. Zusatzlich wurde eine enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung
durch Expression der Alkoholdehydrogenase aus L. brevis realisiert und die 153-Hydroxy-
lierung von Progesteron und Testosteron untersucht. Genau wie bei der CYP21
katalysierten Steroidhydroxylierung limitiert der Substrattransport Uber die Membran die
Ganzzellbiotransformation, die durch die Verwendung von Zellrohextrakt als
Biokatalysator Uberwunden werden konnte. Der Redoxcofaktor der im Rohextrakt
vorhanden ist, reicht fir eine effiziente Hydroxylierung aus, sodass auf eine Zugabe des
kostenintensiven Redoxcofaktor verzichtet werden konnte. Unter optimierten
Bedingungen wurde eine Produktivitit von 3,7 g L™ d™ bzw. 5,5 g L™ d™ fiir die Synthese
von 15B-OH-Progesteron bzw. 15B-OH-Testosteron erreicht, was einer 18fachen
Steigerung im Vergleich zu den Literaturwerten entspricht. Auflerdem wurde eine
Methode zur Produktaufarbeitung entwickelt, die neben der quantitativen
Produktabtrennung auch eine Wiederverwendung des Biokatalysators erlaubt.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Selektiver Einbau von Sauerstoff in C-H Verbindungen

1.1.1 Chemische Methoden

Chirale Verbindungen sind wichtige Bausteine fiir die Herstellung von Wirkstoffen flr
Arzneimittel und Pflanzenschutzmittel (Liese et al., 2005), wobei vierzig Prozent aller
Chiralitatszentren von pharmazeutischen Wirkstoffen eine Hydroxygruppe als funktionelle
Gruppe haben (Meyer et al., 1997). Eine Mdglichkeit diese funktionelle Gruppe gezielt in
ein Molekil einzuflihren, ist der selektive Einbau von Sauerstoff in C-H Verbindungen.
Alkane sind aufgrund ihrer starken und lokalisierten Bindungen mit hohen
Bindungsenergien (Bsp. Methan: 439,7 kJ mol”") wenig reaktiv und missen fir
entsprechende Reaktionen aktiviert werden. Zur Verdeutlichung der geringen Reaktivitat
sind in Tabelle 1.1 die freien Bildungsenthalphien von Alkanen, Alkenen und Alkinen

dargestellt.

Tabelle 1.1: Freie Bildungsenthalphien von Kohlenwasserstoffverbindungen (Stull et al.,
1969)

Verbindung A?(j ggrij)
Methan -50,8
Ethan -32.9
Propan -23,5
Ethen +68
Ethin +209

Neueste Methoden der C-H Aktivierung werden in vielen Fallen von Ubergangs-
metallkatalysatoren, die Palladium, Eisen, Rhodium oder Ruthenium enthalten, katalysiert
(Bergmann, 2007). Aus mechanistischer Sicht kénnen vier verschiedene Aktivierungs-
mechanismen unterschieden werden, die in Abbildung 1.1 dargestellt sind: die oxidative
Addition, die radikalische Aktivierung, die Aktivierung durch einen elektrophilen Angriff
und die 1,2-Addition. Die elektrophile Aktivierung kann dabei sowohl konzertiert als auch
Uber ein Intermediat ahnlich der oxidativen Addition ablaufen. Bei der 1,2-Addition handelt
es sich hingegen um einen reversiblen Mechanismus (Jones, 1999). In allen Fallen bildet
sich ein metallorganischer Komplex als Intermediat, der anschlieRend weiterreagiert
(Labinger et al., 2002).
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Oxidative Addition
R
M R-H M.
Radikalische Aktivierung
2M R-H M-H R-M

Elektrophile Aktivierung

R-H M-X M-H R-M

R
M—H
X
1,2 Addition
R
M=X R—H M,
XH

Abbildung 1.1: Mechanismen der C-H Aktivierung

Nach der Aktivierung wird die C-H Verbindung funktionalisiert, wobei neben der Knupfung
von C-C Bindungen, Funktionalisierungen mit Heteroatomen wie Sauerstoff, Stickstoff,
Schwefel, Phosphaten oder Halogenen verbreitet sind (Godula et al., 2006). Als
Herausforderung innerhalb der Aktivierung von C-H Verbindungen ist die selektive
Oxyfunktionalisierung zu sehen. Die gebildeten Alkohole sind wesentlich oxidations-
empfindlicher als das Alkan, sodass eine Weiteroxidation des Alkohols nicht
ausgeschlossen werden kann und man erhalt ein Produktgemisch an Alkoholen und
Ketonen bzw. Aldehyden und Carbonsauren (Bergman, 2007; Steinborn, 2007). Als
Beispiel einer C-O Funktionalisierung zeigt Abbildung 1.2 die Hydroxylierung von
Cyclohexan mit Hilfe eines Eisen(ll)bistriflatkomplexes und Wasserstoffperoxid als
Oxidationsmittel (England et al., 2009). Um den Anteil an gebildeten Cyclohexanon gering
zu halten, wird ein 100facher Uberschuss an Cyclohexan im Vergleich zum
Oxidationsmittel eingesetzt. Dabei kann, bezogen auf das Oxidationsmittel, ein Umsatz

von 65 % und eine Selektivitat groRer 90 % erreicht werden.
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[Fe(11)(BPMEN)(OTf),] (10 Mol%) OH o)
H202 (1 AqUIV)
RT, 40 min +
9,5 1
65 %

Abbildung 1.2: Oxidation von Cyclohexan mit Hilfe eines Eisen(ll)bistriflatkomplexes

AuRerdem kann eine Aktivierung von C-H Verbindungen auch von funktionellen Gruppen
in der Nachbarschaft ausgehen, wie beispielsweise bei Carbonylverbindungen die in
a-Position ein Proton besitzen. Die Verbindung wird durch die Zugabe einer Base am
a-standigen C-Atom deprotoniert und in seiner Reaktivitdt deutlich erhoht. Dies findet
Anwendung in der elektrophilen a-Hydroxylierung von Carbonylverbindungen (Adam et
al., 1994).

Daruber hinaus ermdglichen asymmetrische Epoxidierungen von Alkenen den Zugang zu
enantiomerenreinen Epoxiden sowie Hydroxyverbindungen. Neben der Sharpless-
Epoxidierung (Katsuki et al.,, 2002), die eine enantioselektive Epoxidierung von
Allylalkoholen erlaubt, kann die Jacobsen-Epoxidierung (Zhang et al., 2002) zur
asymmetrischen Epoxidierung von unsubstituierten Alkenen eingesetzt werden. Als
Katalysator zur Sauerstoffibertragung werden chirale kationische Mangan-Komplexe mit
dem N,N,O,0,-Chelatliganden Salen verwendet (Behr, 2008), die ahnliche chemische
Eigenschaften wie Metalloporphyrine aufweisen (Katsuki, 1996). Metalloporphyrine bilden
in Form des Hams das katalytisch aktive Zentrum von Cytochrom P450 Monooxygenasen
(CYP, P450), die in den Biosynthesewegen fir Epoxidierungs- und Hydroxylierungs-
reaktionen verantwortlich sind. Sowohl beim homogenen Katalysator als auch beim
Biokatalysator erfolgt die Aktivierung des Sauerstoffs in Form eines Metall-Oxo-
Komplexes. Abbildung 1.3 vergleicht die Strukturen dieser beiden Komplexe.
R™

HQ\H R*

—N. _N=

~ -

-Mn?*

- ~
-

R R'

Abbildung 1.3: Struktur des Mangansalenkomplexes (links) und des Hams (rechts)
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Gerade am Beispiel der Epoxidierung von Styrol werden jedoch die Grenzen der
Jacobsen-Epoxidierung deutlich. Je nach Substrat erreicht man mit dieser Methode nur
eine sehr niedrige Enantioselektivitdt. So flihren Synthesen mit Fluoralkyl-substituierten
Mangan-salenkomplexen zwar zu hohen Ausbeuten (~ 86 %), die Reaktion verlauft
jedoch nicht enantioselektiv (Pozzi et al., 1999). Neuere wissenschaftliche Arbeiten
beschreiben eine Verbesserung der Enantioselektivitdt durch die Immobilisierung der
Mangansalen-komplexe (Gong et al., 2009) (Abb. 1.4). Dennoch wird auch bei dieser

Methode nur ein moderater Enantiomerenuberschuss (ee) von 72 % erreicht.

ZPS-PVPA-Mn(lll)salen (5 Mol %)

m-CPBA /NMO (2 /5 Aquiv.) o
©/\ -20 OC, 6 h ©/</

98 %, 72 % ee

Abbildung 1.4: Jacobsen-Epoxidierung unter Verwendung eines immobilisierten
Mangansalenkomplexes

Aus dem Epoxid kann durch einen nukleophilen Angriff nach Sy2 unter basischen
Bedingungen eine Hydroxygruppe gebildet werden. Dabei kommt es zu einer Inversion
der Konfiguration der Hydroxygruppe am stereogenen Zentrum (Walden-Umkehr). Da das
Nukleophil am sterisch ungehinderten Kohlenstoff angreift, bildet sich die Hydroxygruppe

am sterisch starker gehinderten Kohlenstoff aus (Brickner, 2004).

1.1.2 Enzymatische Methoden

In Biosynthesen wird der Einbau von Sauerstoff in C-H Verbindungen durch Oxygenasen
katalysiert. Der molekulare Sauerstoff wird dabei durch Komplexbildung mit Ubergangs-
metallen oder metallorganischen Verbindungen (= prosthetische Gruppe), wie dem Ham
aktiviert. Monooxygenasen im speziellen erlauben den Einbau eines Sauerstoffatoms in
das Substrat, wahrend das zweite zu Wasser reduziert wird. Die bendtigten Elektronen
werden dabei vom Redoxcofaktor NAD(P)H zur Verflgung gestellt, wobei weitere
Cofaktoren wie beispielweise Flavinadenindinukleotid (FAD) benétigt werden, die den
Einzeltransport der Elektronen zum aktiven Zentrum der Monooxygenase ermdglichen
(Schmid et al., 2004).

Die Bandbreite der Reaktionen, die durch Monooxygenasen katalysiert werden, ist sehr
grol3 und beinhaltet neben der Hydroxylierung von aliphatischen und aromatischen
Verbindungen die Epoxidierung von Alkenen, die Bayer-Villiger Oxidation von Ketonen,

sowie die Oxidation an Heteroatomen wie Schwefel oder Stickstoff und die Dealkylierung
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von Ethern, Thioethern oder Aminen (vgl. Kapitel 1.2) (Holland, 1992). Anhand der
prosthetischen Gruppe im aktiven Zentrum werden Monooxygenasen in Flavin-
Monooxygenasen, Ham-Monooxygenasen (Cytochrom P450 Monooxygenasen) und
Nicht-Ham-Monooxygenasen unterteilt. Nicht-Ham-Monooxygenasen nutzen Eisen- bzw.
Kupferionen als prosthetische Gruppe (Schmid et al., 2004). Ein Beispiel fr Nicht-Ham-
Monooxygenasen sind Laccasen, die industriell zum Bleichen in der Papier- und
Textilindustrie eingesetzt werden (Ahle et al., 2008). Flavin-Monooxygenasen werden
hauptsachlich fur die Hydroxylierung aktivierter aromatischer Verbindungen eingesetzt.
Daneben katalysieren sie Bayer-Villiger Oxidationen sowie Oxidationen an Heteroatomen
(Walsh, 2002). Von Interesse ist die Flavin abhangige Styrolmonooxygenase aus
Pseudomonas sp., die eine enantioselektive Epoxidierung von Styrol erlaubt. Das Enzym
wurde dazu gemeinsam mit einer Reduktase, die zum Elektronentransport vom NADPH
zur Monooxygenase bendtigt wird, in Escherichia coli exprimiert. Der Ganzzell-
biokatalysator konnte im 50 L Malstab erfolgreich eingesetzt werden, wobei eine
Ausbeute von rund 50 % (S)-Styroloxid mit einem Enantiomerenuberschuss > 99 %
erreicht werden konnte (Panke et al., 2001; Schmid et al., 2001).

Styrolmonooxygenase (StyA)
Styrolreduktase (StyB) R

©/\ in Escherichia coli ©/\]

50 %, > 99 % ee

Abbildung 1.5: Durch Styrolmonooxygenase katalysierte Epoxidierung von Styrol

Die grote Gruppe der Monooxygenasen stellen Cytochrom P450 Monooxygenasen dar.
Diese Enzyme haben ein groRes Substratspektrum und katalysieren neben
Epoxidierungen und Oxidationen an Heteroatomen, hauptsachlich Hydroxylierungen von
C-H Verbindungen, die haufig regio- und enantioselektiv verlaufen. Dabei akzeptieren
diese Enzyme aliphatische und aromatische Verbindungen, gesattigte und ungesattigte
Kohlenwasserstoffe sowie nicht aktivierte Alkane als Substrate (Chefson et al., 2006). Die
Fahigkeit sogar nicht aktivierte Alkane selektiv zu hydroxylieren, verdeutlicht das grofie
Potential dieser Enzyme fur die praparative Synthese, da solche Hydroxylierungen auch
fur die chemische Synthese eine grofle Herausforderung darstellen (vgl. Kapitel 1.1.1)
(Schmid et al., 2004; Steinborn, 2007). Abbildung 1.6 zeigt die durch eine Variante der
CYP102A1 aus Bacillus megaterium Kkatalysierte selektive Hydroxylierung von
Cyclohexan. Enantioselektive Epoxidierungen von Styrol mit P450 sind in der Literatur
ebenfalls bekannt (Farinas et al., 2004; Eiben et al., 2006; Tee et al., 2006; Funhoff et al.,

2007; Fukami et al.,, 2008). Unter anderem ist die Entwicklung von Varianten der
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CYP102A1 beschrieben, die es erlauben mit moderaten bis hohen Enantiomeren-
Uberschiissen selektiv das (R)- bzw. das (S)-Styroloxid zu synthetisieren (Eiben et al.,
2006) (Abb.1.6).

0 CYP102A1 CYP102A1 K]
(j/Q F87G ©/\ A74E F87V P386S ©/\I
-t :

96 % ee 58 % ee

OH

O CYP102A1 R47L Y51F @

Abbildung 1.6: Epoxidierung von Styrol und Hydroxylierung von Cyclohexan mit Varianten
der CYP102A1

1.1.3 Vergleich beider Methoden

Zum Vergleich der chemischen und enzymatischen Methoden zum selektiven Einbau von
Sauerstoff von C-H Verbindungen, werden Prozesskennzahlen wie Enantioselektivitat,
Raum-Zeit-Ausbeute, Wechselzahl und maximale Zyklenzahl herangezogen.

Die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) beschreibt die Ausnutzung des Reaktors pro Zeiteinheit.

Stoffmenge Produkt
Zeit * Reaktorvolumen

RZA = Formel 1.1

Die Wechselzahl charakterisiert die Leistungsfahigkeit eines Katalysators und gibt den

Umsatz an Substrat pro Zeiteinheit an. In der Biokatalyse wird die Wechselzahl als ke,

bezeichnet.
_ max. Reaktionsgeschwindigkeit
Keat = : Formel 1.2
Enzymkonzentration

Das Pendant der homogenen Katalyse ist die TOF (turnover frequency).
TOF = Menge Produkt - Formel 1.3

Menge Katalysator * Zeit
Die maximale Zyklenzahl TTN (total turnover number) gilt als Maf fir die Katalysator-
ausnutzung.

bildetes Produkt

TTN = Jepreeres FToct Formel 1.4

" Menge Katalysator
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Tabelle 1.2 vergleicht die Prozesskennzahlen verschiedener Syntheserouten zur
Oxyfunktionalisierung von C-H Verbindungen anhand der Hydroxylierung von Cyclohexan
und der Epoxidierung von Styrol. Styrolepoxidierungen mit P450 wurden bisher allerdings
nur im Milliliter Malistab unter nicht optimierten Reaktionsbedingungen durchgefihrt.

Daher sind keine Angaben zur Produktivitat und Katalysatorausnutzung bekannt.

Tabelle 1.2 Parameter zur Hydroxylierung von Cyclohexan bzw. Epoxidierung von Styrol mit
homogenen Katalysatoren und Biokatalysatoren

| oy VOORET mea A
Reaktion/Katalysator Selektivitat (TOF/Koa) mM d Zahl Referenz
min”’ (TTN)
Alkanhydroxylierung mit 90,5 %° 0,16 163 6,5 (Comba et
Fe-bis(triflat)-komplexen® al., 2008)
Jacobsen-Epoxidierungb (Pozzi et al.,
Mn-Salen <5% 0,06 118 18 1999)
Immobilisiertes Mn-salen 72 % (S) 0,054 800" 13 (Gong et al.,
2009)

Flavin-abhangige
Monooxygenase® (Panke et al
Styrolmonooxygenase >99% (S)  60000° 156° 10"" 2001)
Cytochrom P450
Monooxygenase
Epoxidierung
CYP102A1 F87G" 96 % (R) 40,8 - - (Eiben et al.,
CYP102A1 A74E F87V 58 % (S) 11 - - 2006)
P386S°
Hydroxylierung (Maurer et
CYP102A1 R47L Y51F° 100 %° 14° 11 10000 al.,, 2005)

a: Hydroxylierung von Cyclohexan b: Epoxidierung von Styrol, c: Chemoselektivitat d: isoliertes
Enzym, Schatzwert nach (Schmid et al., 2001), e: (Maurer, 2006), f: Reaktorvolumen: geschatzt
5 mL, g: Reaktionsdauer geschatzt auf 16 h, h: bezogen auf das isolierte Enzym, Schatzwert nach
(Schmid et al., 2001)

Der Einsatz von Biokatalysatoren erlaubt die Bildung von (R)- und (S)-Styroloxid mit hoher
Enantioselektivitdat, wahrend die Jacobsen-Epoxidierung von Styrol nur geringe
Enantiomereniberschisse liefert. Auch bei der Hydroxylierung von Cyclohexan ist die
biokatalytische Variante selektiver, da die Bildung von Cyclohexanon wahrend der
Reaktion nicht auftritt. Darlber hinaus zeigen Berechnungen der Wechselzahl, dass
Biokatalysatoren im Vergleich zu den homogenen Katalysatoren aktiver sind. Selbst die
im Vergleich zu anderen Enzymen geringen Wechselzahlen der Cytochrom P450
Monooxygenasen kdénnen von keinem homogenen Katalysator erreicht werden. Ahnlich

verhalt es sich mit der Katalysatorausnutzung.
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Die Produktivitaten der chemischen Synthesen schwanken zwischen 800 und
120 mM d™. In diesem Bereich liegt auch die Produktivitit der Epoxidierung von Styrol
unter Verwendung der Styrolmonooxygenase. Die Produktivititen P450 katalysierter

Reaktionen sind etwa eine Grolenordnung geringer.

Gerade bei der chemischen Synthese von Steroiden, stellt die regioselektive
Hydroxylierung von Steroiden eine grolde Herausforderung dar. Bei der Herstellung von
Cortison, ging die urspringliche rein chemische Methode von Desoxycholsaure als Edukt
aus, einer Gallsdure, die aus Schlachttieren gewonnen wird. Insgesamt 37
Syntheseschritte sind nétig, um aus diesem Steroid Cortison herzustellen (Hirschmann,
1992). Alleine die Verschiebung der Hydroxygruppe von Position 12 auf Position 11
bendtigt 9 Stufen. In den 1950er erfolgte die Entwicklung eines biotechnologischen
Verfahrens mit Rhizopus nigricans durch Murray und Peterson von der Upjohn Company,
das eine selektive Hydroxylierung von Progesteron in Position 11a erlaubt (Murray et al.,
1952). Als neuer Ausgangsstoff zur Herstellung von Cortison konnte nun Diosgenin, das
aus der Yamswurzel (Discorea) gewonnen wird, eingesetzt werden und die Anzahl der

Syntheseschritte verringerte sich auf die Halfte (Abb. 1.7).

N H Di i
HO iosgenin

5 Schritte

Cortison

11a-Hydroxyprogesteron

Abbildung 1.7: Herstellung von Cortison durch chemische (rot) und biotechnologische
(griin) Reaktionsschritte

In grau unterlegt ist die Nomenklatur der zyklischen Kohlenwasserstoffstruktur des
Steroidgrundgerists Gonan dargestellt.
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Andere Verfahren setzen nicht R. nicrigans, sondern den Hefepilz Curvularia lunata zur
biotechnologischen Herstellung von Cortison ein. Dieser ermoglicht die direkte
11B-Hydroxylierung von 11-Desoxycortisol zu Cortisol (Dulaney et al., 1959). Die
Hydroxylierung verlauft jedoch nicht regioselektiv, da eine Bildung von 14a und
7a-hydroxylierten Derivaten beobachtet wird. Die Nebenproduktbildung kann allerdings
unterbunden werden, wenn an Position 17 ein Acetatester als Schutzgruppe eingefihrt
worden ist (Schmid, 2002).

Beide Organismen, R. nicrigans und C. lunata, enthalten letztendlich Cytochrom P450
Monooxygenasen, die fur die jeweilige selektive Hydroxylierung verantwortlich sind. Heute
werden Steroid-Hydroxylierungen in Position 11a, 11 und 16a ausschlieBlich mit

biotechnologischen Verfahren durchgefuhrt (Mahato et al., 1997).

1.2 Cytochrom P450 Monooxygenasen

Cytochrom P450 Monooxygenasen kommen in nahezu allen Organismen vor. Bislang
sind mehr als 8000 Gene, die eine Cytochrom P450 Monooxygenase kodieren bekannt'.
Den Namen Cytochrom erhielten diese Enzyme aufgrund ihres Charakters als
Hamprotein und die Bezeichnung P450 wegen des Absorptionsmaximums des
reduzierten, Kohlenmonoxid gebundenen Komplexes bei 450 nm. Anhand von
Sequenzahnlichkeiten werden P450 eindeutig benannt (Nelson et al.,, 1996).
Annlichkeiten groBer 40 % bedeuten, dass die Enzyme der gleichen P450-Familie
angehdren, bei Ahnlichkeiten groRer 55 % der gleichen Unterfamilie. Der Abkiirzung CYP
folgt eine Zahl, die die Familie benennt, der darauffolgende Buchstabe legt die
Unterfamilie fest und die letzte Zahl besagt, das wievielte Enzym dieser Unterfamilie es
darstellt. Bei der CYP106A2 handelt es sich z. B. um das zweite Enzym das in der
Unterfamilie A der Gruppe 106 entdeckt wurde.

CYPs spielen eine wichtige Rolle in der Biosynthese von sekundaren Metaboliten, wie
beispielsweise Vitaminen und Steroidhormonen. Darlber hinaus nehmen diese Enzyme
eine zentrale Funktion beim Abbau schadlicher Stoffe im Organismus ein, indem die
Hydrophobizitat dieser Verbindungen erniedrigt wird. Dadurch kénnen toxische
Substanzen leichter ausgeschieden werden. Bei manchen Verbindungen hat die
Erniedrigung der Hydrophobizitdt jedoch genau den gegenteiligen Effekt, namlich die

Erzeugung noch schadlicher Stoffe, wie z. B. bei Benzo[a]pyren. Erst durch eine P450

! http://drnelson.utmem.edu/p450stats.Feb2008.htm
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katalysierte Epoxidierung des Benzo[a]pyrens kommt es zur Bildung einer karzinogenen
Substanz. Da auch pharmazeutisch aktive Substanzen durch P450 Enzyme verstoff-
wechselt werden koénnen (Wong, 1998), missen die Metabolite eines Wirkstoffs im
Rahmen seiner Zulassung einhergehend auf toxische Wirkungen untersucht werden.
Manchmal kommt es aber auch erst durch die Hydroxylierung der P450s zur Bildung der
pharmakologisch aktiven Form einer Substanz (Prodrug) (Guengerich, 2002), wie
beispielsweise bei Barbituraten, die zur Behandlung von Schlafstérungen eingesetzt
werden (Gonzalez, 1992). Aufgrund der Untersuchungen zu den Metaboliten eines
Wirkstoffs im Rahmen klinischer Studien, ist die heterologe Expression von menschlichen
CYPs in Mikroorganismen wie E. coli oder Hefe von groliem Interesse (Wong, 1998;
Ghisalba et al., 2007).

Wie bereits erwahnt, katalysieren Cytochrom P450 Monooxygenasen die Hydroxylierung
von aktivierten und nicht aktivierten, aliphatischen und aromatischen C-H Verbindungen,
die in vielen Fallen regio- bzw. enantioselektiv ablaufen. Dariber hinaus sind jedoch noch
eine Vielzahl weiterer Reaktionen, wie die Hydroxylierung von Alkoholen und Aldehyden,
die Epoxidierung von C-C Doppelbindungen, die Oxidation an Heteroatomen wie
beispielsweise Schwefel oder Stickstoff aber auch Dealkylierungen bekannt (Sono et al.,
1996; Isin et al., 2007). Abbildung 1.8 gibt einen Uberblick Uber die wichtigsten

Reaktionen.

Oxidation von Alkanen zu Alkoholen und Aldehyden/Ketonen
OH (0]

A~ — I — I

Epoxidierung von Alkenen
o]

= — /A\
Oxidationen an Schwefel- und Stickstoffatomen
Q Q.0

S

S —— S -
~N PN PN

7
H
ASNHy —  ~_N-OH
Oxidative Dealkylierung
O
 —
_Oo_- _OH + )

Abbildung 1.8: Uberblick iiber Cytochrom P450 Monooxygenase katalysierte Reaktionen
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Manche Cytochrom P450 Monooxygenasen kénnen die gebildeten Alkohole zu Carbonyl-
verbindungen weiteroxidieren. Anwendung findet diese Uberoxidation beispielsweise bei
der Synthese von (+)-Nootkaton Uber Nootkatol aus Valencen (Sowden et al., 2005;
Girhard et al., 2009). Oxidationen an Heteroatomen sind sowohl bei Schwefel als auch
Stickstoff bekannt. Sulfide werden dabei Uber das Sulfoxid in Sulfonverbindungen
Uberfuhrt. Die Oxidation am Stickstoff fuhrt je nach Substituenten zur Bildung von
Hydroxylaminen bzw. N-Oxiden. Bei oxidativen Dealkylierungen werden im ersten Schritt
instabile Halbactale gebildet, die sich im nachsten Schritt in einen Alkohol und ein
Aldehyd spalten. Handelt es sich beim Heteroatom nicht um Sauerstoff, sondern um

Stickstoff oder Schwefel, entstehen Amine bzw. Thiole (Guengerich, 2001).
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1.2.1 Katalysemechanismus
Abbildung 1.9 zeigt den heute allgemein giiltigen Katalysezyklus, nach dem P450
katalysierte Hydroxylierungen ablaufen und in weiten Teilen gesichert ist (Makris et al.,

2005).
H H
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Abbildung 1.9: Reaktionsmechanismus P450 katalysierter Hydroxylierungen gedndert nach

Maurer (2006)
Mit Erlaubnis von PD Dr. Vlada Urlacher, Institut flr technische Biochemie, Universitat Stuttgart

Die horizontalen Striche stellen die aquatorialen Bindungsstellen des Eisens dar. Das Substrat, als
HR bezeichnet, wird durch Wechselwirkungen mit den Aminosaureseitenketten am aktiven

Zentrum gebunden.
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Im inaktiven Zustand liegt das Eisen des Hams als 6fach koordiniertes Metall vor, wobei
die 4 aquatorialen Bindungsstellen durch die Stickstoffe des Liganden Protoporphyrin Xl
besetzt sind. An den axialen Stellen ist Cysteinat sowie Wasser gebunden. Im ersten
Schritt verdrangt das Substrat das Wasser als sechsten Liganden vom Eisen. Dabei
andert sich der Spin-Zustand des Eisens von low zu high-spin 2. Durch die Erhéhung des

"zu Fe" reduziert werden 3. Die Anderung des Redoxpotentials

Redoxpotentials kann Fe
in Gegenwart von Substrat soll eine unkontrollierte Elektronenversorgung und den damit
verbundenen NAD(P)H Verbrauch unterbinden. Daraufhin erfolgt die Bindung von
molekularem Sauerstoff, wodurch ein instabiler Oxy-Eisenkomplex entsteht 4. Ein weiterer
Reduktionsschritt fuhrt zur Bildung der Peroxoeisenspezies 5, die anschlieRend durch
Protonierung in eine Hydroperoxoeisenspezies Ubergeht 6. Die zweite Protonierung
bewirkt, dass unter Wasserabspaltung, der sogenannte compound | entsteht 7, der das
gebundene Substrat oxidiert 8. Als ungesichert gilt immer noch der Mechanismus der
Substratoxidation im Katalysezyklus. Aufgrund der hohen Reaktivitat der Intermediate
sind diese Zwischenstufen nur sehr schwer zu charakterisieren. Im Rahmen von
Untersuchungen zur Chloroperoxidase aus Caldariomyces fumago, wurde ein Oxo-
Eisenkomplex identifiziert, der dem compound | P450 katalysierter Reaktionen entspricht.
Daher wird vermutet, dass Sauerstoff durch einen radikalischen rebound-Mechanismus
auf das Substrat Ubertragen wird (Groves, 2005), was im Rahmen von Untersuchungen

zu CYP101 und CYP102A1 bestatigt werden konnte (He et al., 2004).

H H
R— R H
jH:)R %R' TR
C S o , OH

¢
Fe|V (Fe|v Fe|||

Abbildung 1.10: Radikalischer rebound-Mechanismus

Zusatzlich existieren 3 sogenannte shunt pathways, in denen es zur Dissoziation des
Sauerstoffs vom Hameisen ohne Substrathydroxylierung kommen kann. Der autoxidation
shunt beschreibt die Abspaltung des Sauerstoffs von instabilen Oxy-Eisenkomplex 4.
Beim peroxide shunt spaltet sich Wasserstoffperoxid von der Hydroperoxoeisen-Spezies

6 ab, die dadurch wieder in einen Fe'"

-Komplex Ubergeht 2. Der peroxide shunt kann auch
in umgekehrter Richtung durchgefuhrt werden. Prozesstechnisch spielt dieser, wenn auch
nur begrenzt, eine Rolle, da die Redoxcofaktorabhangigkeit einer P450 katalysierten

Reaktion so umgangen werden kann (Cirino et al., 2003). Wasserstoffperoxid, das als
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Elektronenlieferant dient, inaktiviert jedoch das Enzym (Coon et al., 1996). Durch den

oxidase shunt entsteht aus dem compound | 7 wieder der Fe"

-Komplex 2. Sauerstoff wird
unter Verbrauch von zwei Aquivalenten NAD(P)H zu Wasser reduziert. Neben den shunt
pathways kann es zur Bildung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), wie z. B. dem
radikalischen Hyperoxidanion aus dem instabilen Komplex 4 kommen, die das Enzym
ebenfalls inaktivieren (Bernhardt, 1995). Diese Reaktionen werden auch als
Entkopplungsreaktionen (uncoupling) bezeichnet. Die Elektronen, die durch den Cofaktor
zur Verfugung gestellt werden, werden verbraucht, ohne dass das Substrat hydroxyliert

wird.

1.2.2 Redoxpartner und Elektronentransport

Wie der Katalysezyklus zeigt, mussen die Elektronen zur Aktivierung des Sauerstoffs
einzeln nacheinander zum Ham transportiert werden. Dazu werden weitere Protein-
komponenten bendtigt. Die Diversitdt der Eletronentransportkomponenten ist dabei
ahnlich grol3 wie die der P450 (Hannemann et al., 2007), wobei die wichtigsten Vertreter
in vier Klassen unterteilt werden kédnnen. Am Beispiel der Klasse | P450 Systeme soll der
Elektronentransport naher beschrieben werden (Abb. 1.11). Neben der CYP werden zwei
weitere Proteinkomponenten, eine Cytochrom P450 Reduktase (CPR) und ein Eisen-
Schwefelprotein vom Typ [2Fe-2S] (CPx) benétigt. Im ersten Schritt werden die
Elektronen vom Redoxcofaktor auf eine CPR Ubertragen, dabei wird das NAD(P)H zu
NAD(P) oxidiert. Die FAD abhangige Reduktase ermdglicht den einzelnen, aufeinander
folgenden Transfer der Elektronen. Uber ein CPx werden die Elektronen schlieRlich zur
P450 transportiert (Bernhardt, 2006).
R-H

H+ R-OH
NAD(P)H

0, H,0O
NAD(P)*
—

Abbildung 1.11: Schema des Elektronentransports am Beispiel der Klasse | P450 Systeme

Eine Klassifizierung der wichtigsten Elektronentransportsysteme ist in Abbildung 1.12
dargestellt. Zu den Klasse | Enzymen gehdren neben den meisten bakteriellen CYPs
auch mitochondriale P450. Im Unterschied zu den bakteriellen Systemen, sind bei
mitochondrialen P450 sowohl die CPR als auch die CYP membrangebunden. Vertreter

des Klasse Il Elektronentransportes sind mikrosomale P450 Systeme. Diese liegen
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ebenfalls membranassoziiert am endoplasmatischen Retikulum vor. Sie bendtigen kein
Eisen-Schwefel-Protein, das die Elektronen von der CPR zur P450 transportiert. Anstelle
dessen verfligt die CPR Uber eine weitere prosthetische Gruppe, das Flavinmono-
nukleotid (FMN), das diese Aufgabe Ubernimmt. Vertreter aus Klasse Il und IV sind
Fusionsproteine aus den Elektronentransportkomponenten und der P450. Je nachdem ob
sie Uber eine FAD/FMN abhangige Reduktasedomane oder eine [2Fe-2S]-Domane
verfligen, gehdren sie Klasse Il oder IV an. Bei der am besten charakterisierten P450, der
CYP102A1 aus B. megaterium handelt es sich um ein Fusionsprotein der Klasse IIl.
DarUber hinaus gibt es noch zahlreiche andere Elektronentransportsysteme die von

Hannemann et al. (2007) zusammengefasst wurden.

I I11

P450

S
)

Abbildung 1.12: Klassifizierung des Elektronentransports nach Chapman
(http://Iwww.chem.ed.ac.uk/chapman/p450.html)

1.3 Biotechnologische Anwendung von Cytochrom P450

Monooxygenasen

1.3.1 Prozesse mit Cytochrom P450 Monooxygenasen

Aufgrund der Fahigkeit C-H Verbindungen meist selektiv zu hydroxylieren und des sehr
breiten Substratspektrums sind P450 von groRem Interesse flir die industrielle
Biokatalyse. Trotzdem beschrankt sich der Einsatz der P450 auf einige wenige Prozesse,
die in Tabelle 1. 3 zusammengefasst sind (van Beilen et al., 2003; Julsing et al., 2008).
Bei allen Prozessen handelt es sich um Ganzzellbiotransformationen, die aus mehreren
Grinden als am geeignetsten erachtet werden (Urlacher et al., 2006a). So verfiigen
Zellen Uber einen eigenen Redoxcofaktorpool, die eine Zugabe des kostenintensiven

Cofaktors entbehrlich machen. Darliber hinaus handelt es sich bei P450 Systemen in der
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Regel um komplexe Systeme, die aus mehreren Proteinkomponenten bestehen.
Eukaryotische P450 liegen zudem membranassoziiert vor, was den Einsatz isolierter

Enzyme erschwert.

Mit Ausnahme der Synthese von Artemisininsaure, werden alle P450 katalysierten
industriell angewandten Hydroxylierungen mit Organismen durchgefuhrt, bei denen
bereits der Wildtypstamm die geforderte Aktivitat besitzt. Besonders hohe
Produktkonzentrationen werden bei der Hydroxylierung von n-Tridecan mit Candida
tropicalis erreicht, was durch gezieltes Ausschalten der B-Oxidation von Fettsduren im

Stoffwechsel des Organismus erzielt wurde (Craft et al., 2003).

Tabelle 1.3: Industrielle Anwendungen von Cytochrom P450 Monooxygenasen

Kennzahlen des

Reaktion/Katalysator Katalysator Prozesses Unternehmen
Curvularia 5 Scheri
11-Deoxycortisol - Cortisol lunata . ayerA é ering
P450,,
Hydroxylierung von (R)-2- , )
Phenoxypropionsaure an para- izasl;ée;f Pt:gf{jigﬁk; ”Zf.ﬁ‘ BASF AG
Position -9
Candida
n-Tridecan - a,w- tropic;Iis Produktkonzen-1 Cognis
Trid 3 tration: 166 g L
ridecansaure CYP52A1 ration g
, Saccharomyc ,
Amorpha-4,11-dien > es cerevisiae  roduktkonzen- Amyris
Artemisininsaure CYPT1AVA tration: 0,12 g L’ Biotechnologies
Streptomyces Bristol-Meyer-
Compactin = Pravastin sp- Y 110 Pt:g(tjigﬁkfng.q- Squibb, Sankyo
CYP105A3 ’ Pharma
Simvastatin > 63- Nocardia Produktkonzen- Merck und Co
Hydroxymethylsimvastatin autotropica tration: 0,8 g L’ Inc.

Daruber hinaus gab es in den letzten Jahren zahlreiche Entwicklungen im Labormafstab
zu Cytochrom P450 Monooxygenasen. Diese umfassen die Entwicklung verbesserter
P450-Varianten, die heterologe Expression zahlreicher P450 gemeinsam mit Elektronen-
transferpartnern in Hefen und Bakterien und die Integration dieser Enzyme in
Biosynthesewege. Auf dem Gebiet des protein engineerings von Cytochrom P450
Monooxygenasen gibt es zahlreiche Veréffentlichungen. So wurden z. B. Varianten mit
geanderter Substratspezifitat, verbesserter Aktivitdt und Stabilitdt, erhohter Selektivitat

und auch mit erhdhter Losungsmitteltoleranz generiert (Bernhardt, 2006; Urlacher et al.,
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2006b). Fir das Losungsmittel Dimethylsulfoxid (DMSO) wurde eine Variante der
CYP102A1 identifiziert, die ohne Aktivitatseinbul3en bis zu 30 vol% DMSO toleriert (Wong
et al., 2004). Des Weiteren wurde die Substratspezifitit dieses Enzyms hin zu
kurzkettigen Alkanen geandert. Obwohl dieses Enzym in seiner urspriinglichen Funktion
eine Fettsaurehydroxylase ist, gelang es, Varianten zu erzeugen, die Ethan und Propan
hydroxylieren (Meinhold et al., 2005; Fasan et al., 2007). Daruber hinaus konnte die
Cofaktorspezifitdt dieses Enzyms von NADPH zum kostengunstigeren NADH geéandert
werden (Maurer et al., 2005).

Durch die Etablierung eines neuen Biosynthesewegs in Saccharomyces cerevisiae in dem
vier P450 integriert wurden, ist es maoglich, Cortisol aus einfachen C-Quellen, wie
Glucose, herzustellen (Szczebara et al., 2003). Ahnlich wurde auch der rekombinante
Hefestamm entwickelt, der zur Herstellung von Artemisininsaure eingesetzt wird (Ro et
al., 2006). Artemisininsaure ist die Vorstufe des Artemisinin, das zur Behandlung von
Malaria eingesetzt wird. Neben der Integration der Armorphadiensynthase, exprimiert der
Hefestamm zur Biosynthese der Artemisininsaure die CYP71AV1 gemeinsam mit einer
CPR (Tabelle 1.3).

Auf reaktionstechnischer Ebene gibt es bislang nur wenige Entwicklungen, die sich mit
Cytochrom P450 Monooxygenasen beschaftigen. Die wenigen bekannten Unter-
suchungen beschranken sich fast ausschlieRlich auf bakterielle P450, da diese im
Vergleich zu eukaryotischen CYPs aktiver sind. Zudem handelt es sich dabei um lésliche
und nicht membrangebundene Proteine, die im Cytosol vorliegen. Die Entwicklungen
umfassen z. B. die Implementierung einer enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung bei
Ganzzellsystemen (Michizoe et al., 2005; Schewe et al., 2008) und zellfreien
Anwendungen (Maurer et al.,, 2005) zur effizienten Cofaktorversorgung des Bio-
katalysators. Darlber hinaus konnte durch die Immobilisierung in einer Sol-Gel Matrix die
Stabilitat der CYP102A1 erhdht werden (Maurer et al., 2003).

In der Regel sind die Substrate P450 katalysierter Reaktionen schwer wasserl6slich,
sodass eine Limitierung durch die geringe Substratidslichkeit nicht ausgeschlossen
werden kann. Sowohl Ganzzellbiokatalysatoren die die CYP102A1 exprimieren als auch
isolierte CYP102A1 konnten erfolgreich im Zweiphasensystem eingesetzt werden. Neben
dem Einsatz des Substrats als zweite Phase (Maurer et al., 2005; Schewe et al., 2008)
konnte bei der Hydroxylierung von (a)-Pinen Diisononylphthalat als Lésungsmittel der

organischen Phase erfolgreich eingesetzt werden (Schewe et al., 2009).
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1.3.2 Herausforderungen biotechnologischer Anwendungen

Die effiziente biotechnologische Anwendung von Cytochrom P450 Monooxygenasen wird
durch verschiedene Faktoren erschwert, die in Abbildung 1.13 schematisch zusammen-

gefasst sind und im Folgenden im Detail erlautert werden.

Geringe
Stabilitat

Geringe Cofaktor
Aktivitat abhangig

Substrat- Sauerstoff
I0slichkeit abhangig

Abbildung 1.13: Herausforderungen P450 katalysierter Biotransformationen

1.3.2.1 Geringe Enzymaktivitat und —stabilitat

Im Vergleich zu anderen biotechnologisch relevanten Enzymen verfliigen Cytochrom P450
Monooxygenasen Uber geringe Enzymaktivitdten und -stabilitaten, wobei explizit
zwischen eukaryotischen und prokaryotischen CYPs unterschieden werden muss (Tabelle
1.4). Betrachtet man die Aktivitat des Fusionsproteins CYP102A1, so verfiigt diese P450
je nach Substrat sogar lber Wechselzahlen von rund 1800 min”. Die menschliche
CYP2D6 hingegen besitzt mit einer Wechselzahl von nur 4 min™" eine sehr viel geringere
Aktivitat. Die geringe Aktivitat kann zwar prinzipiell durch eine hohere Konzentration an
Biokatalysator ausgeglichen werden, dies setzt jedoch eine effiziente Uberexpression des
Enzyms voraus. Zu diesem Zweck wurde bereits ein Protokoll zur Expression der
CYP102A1 in E. coli entwickelt (Pflug et al., 2007). Darlber hinaus kann auch ein
Wechsel des Expressionsorganismus zu einer Steigerung des P450 Expressionslevels
fuhren, wie beispielsweise bei der humanen CYP11B1. Eine deutlich hdhere Aktivitat
dieses Enzyms wird erreicht, wenn Schizosaccharomyces pombe anstelle von
Saccharomyces cerevisiae als Expressionswirt verwendet wird (Dumas et al.,, 1996;
Bureik et al., 2002; Dragan et al., 2005). Die hochste Katalysatorausnutzung einer P450

unter Prozessbedingungen wurde mit einem Wert von rund 30000 bei der durch die
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CYP102A1 katalysierten Hydroxylierung von Myristinsdure, dem natlrlichen Substrat
dieses Enzyms, erreicht (Maurer et al., 2005). Noch geringere TTNs unter 100 wurden flr
Sauger-P450 bestimmt (Zhao et al., 2007).

Tabelle 1.4: Aktivitat und Stabilitat von Cytochrom P450 Monooxygenasen

Enzvm Aktivitat / Stabilitat/ Quelle
y Keamin” TTN
(Appel et al.,
CYP102A1 Mutante 35-1800 2000 — 30000 2001; Maurer
et al., 2005)
. a 4 90 (Zhao et al.,
Menschliche CYP2D6 2007)

a: Bildung von Dextromethorphan, in vitro Messungen

1.3.2.2 Redoxcofaktorabhangigkeit

NAD(P)H wird bei P450 katalysierten Reaktionen in mindestens stéchiometrischen
Mengen bendtigt. Aufgrund von Entkopplungsreaktionen kann der Cofaktorbedarf jedoch
auch weitaus hoher liegen (vgl. Kapitel 1.2.1). Ein Ganzzellansatz ist vorteilhaft, da auf die
Zugabe des kostspieligen Cofaktors verzichtet werden kann. Darlber hinaus kann eine
heterologe enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung etabliert werden, wenn eine
Regenerierung Uber den Stoffwechsel des Organismus nicht ausreicht. Insbesondere der
Einsatz von Formiatdehydrogenasen (FDH), Glucosedehydrogenasen (GDH) und
Alkoholdehydrogenasen (ADH) ist zur enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung etabliert
(Wichmann et al., 2005). Welches Enzym zur Cofaktorregenerierung im Speziellen
Verwendung findet, hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie z. B. der

Cofaktorpraferenz und dem Temperatur- und pH-Optimum des Produktionsenzyms.

Vorteil einer Regenerierung uber die FDH ist neben dem kostenglinstigen Cosubstrat
Formiat, das thermodynamische Gleichgewicht der Reaktion (Popov et al., 1994).
Allerdings akzeptieren FDHs Ublicherweise nur die nicht phosphorylierte Form des
Cofaktors (Tishkov et al.,, 1999), was nicht unbedingt der Cofaktorpraferenz von
Cytochrom P450 Monooxygenasen entspricht. Mittlerweile stehen allerdings auch
Varianten von FDHs zur Verfligung, die eine NADP® Regenerierung ermoglichen
(Seelbach et al., 1996; Andreadeli et al., 2008).

GDHs sind in der Regel NADPH abhéangig (Kizaki et al., 2001). Auch diese Reaktion ist
thermodynamisch stark beginstigt, da das gebildete Gluconolacton leicht zur
korrespondierenden Saure hydrolysiert. Bei der Verwendung von GDHs bei Ganzzell-

biotransformationen muss berlcksichtigt werden, dass das Cosubstrat Glucose beim

-19-



Einleitung

Transport in die Zelle phosphoryliert wird. Das dabei entstehende Produkt Glucose-6-
phosphat ist der GDH nicht mehr zuganglich, sodass die heterologe Expression spezieller
Transportproteine (Weisser et al., 1995) bzw. die Permeabilisierung der Zellen

unumganglich ist (Kataoka et al., 1999).

Alternativ kdnnen Alkoholdehydrogenasen eingesetzt werden, die durch die Oxidation von
Alkoholen zum entsprechenden Keton, meist 2-Propanol, eine Regenerierung des
Cofaktors ermdglichen. Aufgrund der Reversibilitdt der Transferhydrierung ist diese
Reaktion thermodynamisch nicht so stark beglinstigt wie die Oxidation des Formiats oder
der Glucose (Stillger et al., 2002). Allerdings zeigen Ganzzellbiokatalysatoren, die ADHs
exprimieren, in der Regel eine hohe Toleranz gegenuber 2-Propanol (Schroer et al.,

2007), die bei Verwendung schwer wasserldslicher Substrate von Vorteil sein kénnte.

Neben der enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung kann der Cofaktor auch direkt
elektrochemisch oder indirekt Gber Mediatoren regeneriert werden (Kohlmann et al.,
2008). Elektrochemische Ansatze erlauben darliber hinaus den kompletten Verzicht des
Redoxcofaktors, indem Strom direkt als Elektronenquelle oder Uber Mediatoren genutzt
wird, um die Redoxaquivalente bereitzustellen (Nazor et al., 2006; Nazor et al., 2008).
Allerdings konnen diese Methoden zur Bereitstellung der Elektronen bei weitem noch
nicht so effizient genutzt werden wie NAD(P)H (Urlacher et al., 2004). Die Inkompatibilitat
bestimmter Mediatoren mit Enzymen erschwert zusatzlich die elektrochemische Cofaktor-
regenerierung (Hildebrand et al., 2009). Dariber hinaus kann die Redoxcofaktor-
abhangigkeit P450 katalysierter Reaktionen umgangen werden, indem man sich den
peroxide shunt pathway zu Nutze macht (vgl. Kapitel 1.2.1). Hierfur mussen jedoch starke
Oxidationsmittel, wie Wasserstoffperoxid, eingesetzt werden, die einen starken
inaktivierenden Effekt auf die Cytochrom P450 Monooxygenase haben (Coon et al.,
1996).

1.3.2.3 Sauerstoffabhangigkeit

Genauso wie der Redoxcofaktor wird Sauerstoff mindestens aquimolar fir P450
katalysierte Hydroxylierungen bendétigt. In wassrigen Losungen zeigt Sauerstoff bei
Luftsattigung nur eine geringe Loslichkeit von 250 yM (Muttzall, 1993). Sollte der
Sauerstoffverbrauch der Reaktion hoher sein als der Sauerstofftransfer von der Luft ins
Reaktionsmedium, so liegt eine Sauerstofftransportlimitierung vor. Gegebenenfalls sind
dann reaktionstechnische Mallnahmen wie Begasen notig, um eine effiziente

Sauerstoffversorgung zu gewahrleisten.

-20-



Einleitung

1.3.2.4 Redoxpartner

Abgesehen von den Fusionsproteinen der Klasse Il und IV (vgl. Kapitel 1.2.2) werden bei
P450 katalysierten Hydroxylierung weitere Proteinkomponenten fir den Elektronen-
transport bendtigt. Eine heterologe Expression der P450 mit den natirlichen Redox-
partnern ist dabei aus verschiedenen Grinden nicht immer mdglich. So kénnen die
Redoxpartner einer bestimmten P450 noch nicht bekannt sein oder aber deren heterologe
Expression kann problematisch sein. Die Wahl eines nicht natlrlichen Redoxpartners ist
dabei nicht immer einfach, da oft unklar ist, welche Redoxpartner fir die Elektronen-
versorgung welcher CYP eingesetzt werden kénnen. Am Erfolg versprechendsten ist die
Wahl eines Redoxpartners der gleichen Klasse (Hannemann et al., 2007). Dartber hinaus
kann die Wahl der Elektronenpartner die Gesamthydroxylierungsaktivitat entscheidend
beeinflussen, wie Untersuchungen zur CYP106A2 zeigen (Ruijssenaars et al., 2007).
Wird Putidaredoxin und Putidaredoxin Reduktase als Redoxpartner bei dieser P450
eingesetzt, so ist die Aktivitat um ein Vielfaches geringer, als bei der Verwendung eines

Eisen-Schwefel Proteins aus Bacillus subtilis.

1.3.2.5 Substratioslichkeit

Bei typischen Substraten der P450 handelt es sich um schwerwasserlésliche Substanzen,
deren geringe Loslichkeit auch die Gesamthydroxylierungsaktivitat der CYP limitieren
kann. Um die geringe Substratloslichkeit Uberwinden zu kénnen, missen geeignete
Strategien angewendet werden. So kann die Zugabe von Lésungsvermittlern, wie
Wasser-mischbaren organischen L&sungsmitteln oder ionische Flissigkeiten (IL) zur
Verbesserung der Substratldslichkeit beitragen. Ublicherweise werden kurzkettige
Alkohole oder DMSO =zu diesem Zweck eingesetzt (Jeromin et al., 2005). Ein
I6slichkeitsverbessernder Effekt tritt in der Regel erst bei Konzentrationen gré3er 10 vol%
auf. Bei dieser Konzentration kann allerdings ein negativer Einfluss des Cosolvens auf
den Biokatalysator nicht ausgeschlossen werden. Neben der Denaturierung des
Produktionsenzyms konnen organische Losungsmittel den Ganzzellbiokatalysator
schadigen, indem sie die Membranfluiditat erhéhen und so die Membran zum Quellen
bringen und membranstandige Proteine denaturieren (Sikkema et al., 1995; Weber et al.,
1996). Alternativ zu Cosolventien kdénnen Cyclodextrine eingesetzt werden, die als
zyklische Oligosaccharide hydrophobe Substanzen in ihrem Inneren aufnehmen
(Hesselink et al., 1989) und so deren Ld&slichkeit erhéhen. Eine weitere Alternative ist der
Einsatz von Zweiphasensystemen. Die zweite Phase wird durch ein nicht Wasser-
mischbares Loésungsmittel oder eine IL gebildet und dient als Substratreservoir. Der
Biokatalysator befindet sich in der wassrigen Phase und konvertiert das in dieser Phase

vorliegende Substrat in das Produkt. Das gebildete Produkt verteilt sich anhand seines
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Verteilungskoeffizienten zwischen organischer und wassriger Phase. Zweiphasensysteme
sind vor allem dann von Vorteil, wenn das Substrat oder Produkt einen toxischen oder
inhibierenden Effekt auf den Biokatalysator haben, da das Substrat bzw. Produkt nur in

geringen Konzentrationen in der wassrigen Phase verbleibt (Carrea, 1984).

Bei Ganzzellbiotransformationen kann zusatzlich zur geringen Substratléslichkeit der
Substrattransport in die Zelle die Reaktion limitieren. Apolare Substanzen, wie beispiels-
weise Steroide, gelangen durch Diffusion in die Zelle (Mendel, 1989). Die Diffusions-
geschwindigkeit hangt dabei von der Membranstarke und der Substratkonzentration im
Reaktionsmedium ab, sodass eine Substrattransportlimitierung ebenfalls durch eine
erhohte Substratloslichkeit oder durch die Permeabilisierung der Zellmembran

Uberwunden werden kann.
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2 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte anhand dreier verschiedener Cytochrom P450
Monooxygenasen ein grundlegendes Verstandnis flr die biotechnologische Anwendung
von Cytochrom P450 Monooxygenase katalysierten Reaktionen erlangt werden. Durch
systematische Parameterstudien sollten potentielle Limitierungen identifiziert und
Uberwunden werden und eine effizientere Anwendung dieser Enzyme ermoglicht werden.
Aufgrund der Cofaktorabhangigkeit und der Beteiligung mehrerer Proteinkomponenten
wurden ganze Zellen rekombinanter Hefen und Bakterien als Biokatalysator eingesetzt,
die die P450 exprimieren. Jeweils eine P450 aus den Klassen 1 — 3 des
Elektronentransportsystems, wovon zwei CYPs bakteriellen Ursprungs sind, wurden

eingehend charakterisiert.

Als Beispiel einer autarken P450, die keine weiteren Elektronentransportkomponenten zur
Hydroxylierung bendtigt, wurde eine Variante der CYP102A1 aus B. megaterium
herangezogen. Dieses Enzym wurde in E. coli heterolog exprimiert und die

Hydroxylierung des Terpens B-Jonon untersucht.

o o
X N
SRy '
OH
B-Jonon NAD(P)H NAD(P)"  4-Hydroxy-B-
'52 H,0 jonon

Abbildung 2.1: Hydroxylierung von B-Jonon katalysiert durch eine CYP102A1 Variante

Bei der humanen CYP21 handelt es sich um eine mikrosomale P450, die
membranassoziiert vorliegt und fir den Elektronentransport eine FAD und FMN
abhangige Reduktase bendtigt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Schizosaccharo-

myces pombe Stamm, der dieses Enzym exprimiert, reaktionstechnisch untersucht.

17a Hydroxy- NADPH NADP*

progesteron H,O
02

11-Desoxycortisol

Abbildung 2.2: CYP21 katalysierte Bildung von 11-Desoxycortisol
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Anhand der bakteriellen CYP106A2 wurde die 15B-Hydroxylierung von Progesteron und

Testosteron untersucht. Dieses Enzym bendtigt zur Bereitstellung der Elektronen neben

einer FAD abhangigen Reduktase noch ein Eisen-Schwefel Protein. Im Rahmen dieser

Arbeit wurde die CYP106A2 gemeinsam mit den Elektronentransportkomponenten

bovines Adrenodoxin und der bovinen Adrenodoxinreduktase in E. coli heterolog

exprimiert.
0 o)
YP106A2
OH
o o)
Progesteron NASFH NADP* 15B-Hydroxy-
0, H,0 progesteron
OH OH
YP106A2
OH
o) o)
Testosteron NA|_'|3+PH NADP* 15B-Hydroxy-
o, H,0 testosteron

Abbildung 2.3: 15B-Hydroxylierung von Progesteron und Testosteron durch die CYP106A2

Folgende Parameter sollten im Hinblick auf eine mégliche Limitierung im Detail untersucht

werden:

Sauerstoffversorgung: bei P450 katalysierten Reaktionen wird Sauerstoff
mindestens aquimolar bendtigt. Aufgrund der geringen Sauerstoffloslichkeit in
wassrigen Medien kann eine eventuelle Limitierung durch unzureichende
Sauerstoffversorgung nicht ausgeschlossen werden.

Cofaktorverfugbarkeit: die Redoxcofaktoren NAD(P)H dienen zur Bereitstellung
von Elektronen. Neben der Implementierung einer enzymgekoppelten Cofaktor-
regenerierung sollte untersucht werden, ob die Cofaktorversorgung die Biotrans-
formationen limitiert.

Substratléslichkeit: sowohl Terpene als auch Steroide sind schwer wasserldsliche
Substanzen, sodass die geringe geldste Substratkonzentration die Hydroxy-
lierungsaktivitat beeintrachtigen kénnte. Daher wurde die Zugabe von Ldslichkeits-
vermittlern untersucht. Dartber hinaus kénnten das Substrat und das Produkt

einen inhibierenden bzw. toxischen Effekt auf den Biokatalysator haben und der
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Einfluss des Substrats und Produkts auf die Hydroxylierungsaktivitdt wurde
untersucht.

— Substrattransport in die Zelle: Der Transport apolarer Substanzen Uber die
Membran kann die Gesamtaktivitdt von Ganzzellbiotransformationen ebenfalls
limitieren. Durch Erh6hung der Substratloslichkeit oder durch Permeabilisieren der

Zellmembran kdnnte eine mdgliche Transportlimitierung tGberwunden werden.
Nach der Identifizierung der Limitierungen der einzelnen Reaktionen sollten diese gezielt

durch reaktionstechnische Strategien Uberwunden werden um die biotechnologische

Anwendung der untersuchten P450 gezielt zu verbessern.
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3 CYP102A1 aus Bacillus megaterium

4 Hydroxy-
jonon

E.coli

CO,/ Formiat/
Aceton 2-Propanol

Abbildung 3.1: Schema des Ganzzellbiokatalysators zur Hydroxylierung von g-Jonon

Bei der CYP102A1 (P450-BM3) aus B. megaterium handelt es sich um eine der am
besten untersuchten Monooxygenasen. Deren urspringliche Funktion, die Hydroxylierung
von Fettsauren wurde bereits 1974 beschrieben (Miura et al., 1974). Mit Aktivitaten grof3er
1500 min™" z&hlt dieses Enzym zu den aktivsten Cytochrom P450 Monooxygenasen (Li et
al., 1991). Des Weiteren ist die CYP102A1 das erste bekannte |6sliche Fusionsprotein,
das alle zur Hydroxylierung bendétigten Komponenten (FAD und FMN abhangige
Reduktasedomane und Hamdomane) in einer einzigen Polypeptidkette vereint. Durch
Methoden des protein engineerings wurden zahlreiche Varianten mit veranderter
Substratspezifitdt entwickelt (Li et al., 2000; Appel et al., 2001; Glieder et al., 2002;
Landwehr et al., 2006). So akzeptiert die Tripel-Variante A74G F87V L188Q Alkane, wie
Oktan, Aromaten, wie Naphthalen, heterozyklische Verbindungen, wie Quinolin und auch
Alizyklen, wie Jononderivate als Substrat (Appel et al., 2001). Jonone und insbesondere
auch deren hydroxylierten Derivate sind von grollem Interesse fur die Duft- und
Aromastoffindustrie (Krasnobajew, 1984) und zur Synthese von Carotinoiden von

Bedeutung (Haag et al., 1980; Eschenmoser et al., 1981; Brenna et al., 2002). Die Tripel-
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Variante hydroxyliert B-Jonon regioselektiv in Position 4, wobei ein geringer Enantio-
merenuberschuss von 39 % in Praferenz fiur das (R)-Enantiomer erreicht wird. Die
katalytische Aktivitat ist mit einem Wert von 90 min™” allerdings um mehr als eine
Grolkenordnung geringer als bei der Fettsdurehydroxylierung (Urlacher et al., 2006c¢).
Durch das Hinzufigen zweier weiterer Mutationen in der Reduktasedomane, ist es
gelungen, die Cofaktorpraferenz von NADPH zu dem 10fach kostengunstigeren NADH zu
andern (Maurer et al., 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Funffachvariante A74G
F87V L188Q R966D W1046S gemeinsam mit einem weiteren Enzym zur
Cofaktorregenerierung in E. coli exprimiert und die Hydroxylierung von B-Jonon beziglich
seiner Prozesseigenschaften untersucht. Die Cofaktorregenerierung wurde durch eine
heterologe Coexpression der Formiatdehydrogenase (FDH) aus Mycobacterium

vaccae 10 oder der Alkoholdehydrogenase aus Lactobacillus brevis (LbADH) realisiert.

3.1 Charakterisierung des Biokatalysators

Zunachst wurden die in dieser Arbeit verwendeten Stamme zur Hydroxylierung von
B-Jonon konstruiert. Dazu wurden die beiden Plasmide, die die Gene flr die CYP102A1
Variante und das Enzym zur Cofaktorregenerierung kodieren, einzeln nacheinander
mittels Hitzeschockmethode in kompetente E. coli eingebracht (Hanahan, 1983). Zur
Langzeitkultivierung wurden die rekombinanten Stamme als Glycerinkultur bei -80 °C
gelagert, die jedes Mal als Ausgangspunkt flr eine Kultivierung des Organismus diente.
Eine prazise Bestimmung der Biokatalysatoraktivitat ist flir eine reaktionstechnische
Charakterisierung von grundlegender Bedeutung. Daher wurde die Enzymaktivitat anhand
der zeitabhangigen Verfolgung der Produktbildungsrate mittels Gaschromatographie (GC)
berechnet. Zur Trennung von (R)- und (S)-4-OH-B-Jonon wurde nach erfolgreicher
Herstellung einer Referenzsubstanz (Abb. 3.2) (Haag et al, 1980) eine
Enantiomerenanalytik mittels Gaschromatographie entwickelt. Abbildung 3.3 zeigt ein

Chromatogramm.

Persaure O o
N 48 h, RT e 24 h, RT X

O
OH

Abbildung 3.2: Synthese zur Herstellung von 4-OH-3-Jonon nach Haag et al. (1980)
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Abbildung 3.3: GC-Chromatogramm der Trennung von (R)- und (S)-4-OH--Jonon
1: a-Jonon (Interner Standard - IS), 2: B-Jonon, 3: (R)-4-OH-B-Jonon, 4: (S)-4-OH-B-Jonon

3.1.1 Kultivierung des Biokatalysators

Zur effizienten Uberexpression der CYP102A1 ausgehend von pET28a-Vektoren wurde
bereits ein Fermentationsprotokoll entwickelt (Pflug et al., 2007). Dabei fihrte eine
Kultivierung bei 30 °C unter Verwendung von Glycerin als C-Quelle zu den héchsten P450
Expressionsraten. Fur die Kultivierung des im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
rekombinanten Organismus wurde dieses Protokoll adaptiert. Neben dem Wachstum des
Biokatalysators unter den gegebenen Kultivierungsbedingungen wurde untersucht, zu
welchem Zeitpunkt der Kultivierung die gewinschte Hydroxylierungsaktivitat am hochsten
ist (Abb. 3.4). Nach etwa 10 h begann die exponentielle Wachstumsphase des
rekombinanten E. coli Stammes. Das Wachstum verlangsamte sich nach 40 h und
erreichte nach 55 h eine maximale ODgy von 24. Zur Bestimmung der Hydroxylierungs-
aktivitat wurde zu gegebenen Zeitpunkten ein Aliquot des Kultivierungsmediums
entnommen, die Zellen durch Zentrifugation geerntet und anschlieRend deren
Hydroxylierungsaktivitdt bestimmt. Innerhalb der exponentiellen Wachstumsphase
zwischen 24 und 30 Stunden wurde die hochste Aktivitat von rund 8,5 U4-oH-g-onon gwcw'1
beobachtet. Danach sank die Aktivitat auf die Halfte. Um eine moglichst hohe Aktivitat zu

erreichen, sollte die Kultivierung daher nicht langer als 30 h dauern.
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Abbildung 3.4: Wachstum und Aktivitit des E. coli Stammes mit CYP102A1 Variante in
Abhangigkeit der Kultivierungsdauer

Kultivierung: 1 L Schittelkolben, V = 200 mL, T = 30 °C, 160 rpm, TB Medium mit 0,05 mM IPTG
induziert; Aktivitdtsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 6, 2 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH
vorgeldst), 50 mM Natriumformiat

Zusatzlich wurde die optimale Konzentration an Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
(IPTG), das zum Induzieren der Enzymexpression bendtigt wird, bestimmt (Abb. 3.5). Die
hdchste Aktivitdt wurde bei einer geringen Induktorkonzentration von 0,025 — 0,05 mM
verzeichnet. Dies ist vermutlich darauf zurlckzufihren, dass bei hoherer IPTG-
Konzentration inaktives Protein in Form von inclusion bodies gebildet wird. Des Weiteren
wurde die Zugabe der 5-Aminolevulinsaure (5-ALA), der Vorstufe des Hams, wahrend der
Kultivierung des rekombinanten E. coli Stammes untersucht. Da eine 50 %ige
Aktivitatssteigerung in Gegenwart von 5-ALA beobachtet wurde, ist die Zugabe dieser

Substanz wahrend der Kultivierung vorteilhaft.
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Abbildung 3.5: Einfluss der Konzentration von IPTG (links) und 5-Aminolevulinsdure
(rechts) wahrend der Kultivierung auf die Aktivitat der CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen: Untersuchungen zum IPTG Einfluss bei der Kultivierung: 1 L Erlen-
meyerkolben, V =200 mL, T = 30°C, 160 rpm, TB Medium

Reaktionsbedingungen Untersuchungen zum Einfluss der 5-ALA: Kultivierung: 1 L Erlen-
meyerkolben, V = 200 mL, T = 30°C, 160 rpm, TB Medium, mit 0,05 mM IPTG induziert,
0,5 mM 5-ALA

Aktivitdtsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 2 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-donon (in 2,5 vol% EtOH vorgelost),
50 mM Natriumformiat

Dariber hinaus konnte mit Hilfe der CO-Differenzspektroskopie die CYP102A1
Konzentration des eingesetzten Ganzzellbiokatalysators bestimmt werden. Der reduzierte,
Kohlenmonoxid-gebundene Komplex jeder Cytochrom P450 Monooxygenase zeigt ein
charakteristisches Absorptionsmaximum bei 450 nm, Uber welches die Konzentration
bestimmt werden kann (Abb. 3.6) (Omura et al., 1964). Da E. coli selbst Gber keine eigene
P450 verfugt, gibt der Wert die Menge an CYP102A1 wieder. Unter den gegebenen
Kultivierungsbedingungen betrug die CYP102A1 Konzentration rund 50 nmol pro Gramm
Biomasse und ist damit um den Faktor 5 geringer als bei Pflug et al. (2007) beschrieben.
Die geringere Menge an CYP102A1 liegt vermutlich darin begrindet, dass neben der

P450 noch ein weiteres Enzym heterolog exprimiert wird.

-30-



CYP102A1

. A
- N

0,251

Absorption

0,00 . . . ' . .
350 400 450 500
nm

Abbildung 3.6 CO-Differenzspektrum von Cytochrom P450 Monooxygenasen

Um eine hohe Hydroxylierungsaktivitat zu erhalten, sollte der rekombinante Organismus
im Schittelkolben unter den folgenden Bedingungen kultiviert werden:

— TB Medium, Glycerin als C-Quelle, 0,5 mM 5-ALA, T =30 °C

— Induktion der Enzymexpression: 0,05 mM IPTG nach 3 h Kultivierungsdauer

— Dauer der Fermentation: 30 h

3.1.2 Charakterisierung der Ganzzellbiotransformation

Neben wachsenden Zellen, konnen auch ruhende Zellen als Biokatalysator eingesetzt
werden. Dabei wird die Biotransformation getrennt von der Kultivierung der Zellen, unter
Bedingungen, die keine Vermehrung des rekombinanten Organismus erlauben,
durchgefuhrt. Anstelle eines Kultivierungsmediums, wird Puffer ohne Nahrstoffe als
Reaktionsmedium verwendet. Dies kann beispielsweise die Nebenproduktbildung
reduzieren, vor allem aber erlauben wachstumsentkoppelte Biotransformationen die
gezielte Untersuchung der gewlnschten Reaktion, ohne dass wachstumsbedingte
Einflisse zum Tragen kommen (Ahle et al., 2008). Experimentell bedeutet dies, dass
nach der Kultivierung der Zellen, die Biomasse geerntet und gewaschen werden missen,
bevor die Zellen zur Biotransformation eingesetzt werden. Ob sich ruhende Zellen
prinzipiell als Biokatalysator zur Hydroxylierung von [(-Jonon eignen, muss gezielt
Uberprift werden. Abbildung 3.7 vergleicht die Bildung des gewtinschten Produkts 4-OH-
B-Jonon von wachsenden Zellen mit ruhenden Zellen. Zu Beginn der Reaktion waren
keine Unterschiede in der Produktbildung zu beobachten, allerdings brach der Umsatz bei

der Verwendung von ruhenden Zellen etwas friher ein. Nach 240 min Reaktionszeit
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standen 30 % Umsatz beim Einsatz von ruhenden Zellen etwa 38 % Umsatz bei
wachsenden Zellen gegentliber. Diese Ergebnisse zeigen, dass ruhende Zellen fir diese
Anwendung als Biokatalysator verwendet werden koénnen, dass aber mit einem

geringeren Umsatz als unter Bedingungen, die ein Wachstum erlauben, zu rechnen ist.
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Abbildung 3.7: CYP102A1 katalysierte Hydroxylierung von B-Jonon mit ruhenden und
wachsenden Zellen

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6 (ruhende Zellen) /TB Medium (wachsende Zellen), 2 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH,
1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst), 50 mM Natriumformiat

Zur weiteren Charakterisierung ruhender Zellen, wurde die Lagerstabilitat bereits
induzierter Zellen untersucht. Eine stabile Lagerung bereits induzierter Zellen vereinfacht
nicht nur die Versuchsplanung, da die Biotransformation nicht unmittelbar nach der
Kultivierung durchgefuhrt werden muss, sie erlaubt auch die Kultivierung des rekom-
binanten Organismus im grof3eren Malstab, sodass die Versorgung an Biokatalysator fur
einen langeren Zeitraum sichergestellt werden kann. Eine gangige Methode ist die
Lagerung des Biokatalysators als Zellsuspension bei 4 °C. Zur Bestimmung der Stabilitat
wurde der zeitabhangige Verlauf der CYP102A1 Aktivitat der Zellen untersucht (Abb. 3.8).
Unter den gegebenen Lagerungsbedingungen belduft sich die Halbwertszeit der
gewlnschten Hydroxylierungsaktivitat auf 10 Tage. Um Aktivitatsverluste zu minimieren,
solite die Biotransformation binnen weniger Tage nach der Kultivierung des

rekombinanten E. coli Stammes durchgeflihrt werden.

-32-



CYP102A1

- 4 -

§ ]
(@)) .\.

5 31 o

s N\

< N

T

N

3 21 ~
- o~
~ ~
= \\
.:'c_E 1' \\.
=
e
<

0 r —

0O 5 10 15 20 25
Zeit /d

Abbildung 3.8: Lagerstabilitat der induzierten E. coli Zellen mit CYP102A1 Variante bei 4 °C
als 20 %ige Zellsuspension

Reaktionsbedingungen Lagerung: 20 %ige Zellsuspension, 50 mM KP; Puffer pH 6,5, T =4 °C
Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 4 g L E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM Natriumformiat

Darlber hinaus beeinflusst auch das Reaktionsmedium und vor allem der pH-Wert die
Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators. Dessen Einfluss auf die Hydroxylierungsaktivitat
wurde im Bereich pH 5 — 8 untersucht (Abb. 3.9). Zwischen pH 6 — 8 wurde
Kaliumhydrogenphosphatpuffer (KP;) als Reaktionsmedium eingesetzt. Da dieser Puffer
keine Pufferkapazitat bei niedrigeren pH Werten aufweist, wurde die Biotransformation bei
pH 5 in Kaliumphthalatpuffer durchgefihrt. Um eventuelle Einflisse der Puffersalze
auszuschlie3en, wurde die Biotransformation in Gegenwart beider Puffer bei gleichen pH
durchgefuhrt und die Aktivitat verglichen. Dabei wurde eine vergleichbar hohe Aktivitat
des Ganzzellbiokatalysators in KP; und Kaliumphthalatpuffer festgestellt. Die hochste
Aktivitdt lag bei pH 6,5, sodass die Hydroxylierung von B-Jonon bei diesem pH-Wert

durchgeflhrt werden sollte.
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Abbildung 3.9: Einfluss des pH-Werts auf die Hydroxylierungsaktivitat des E. coli Stammes
mit CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen: Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C,
200 rpm, 50 mM KP; Puffer (pH 6 — 8)/50 mM Kaliumphthalatpuffer (pH 5), 2 g L™ E. coli
CYP102A1 + FDH, 1 mM -Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst), 50 mM Natriumformiat

Des Weiteren wurde der Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat und Stabilitdt des
Biokatalysators bestimmt. Im Allgemeinen Iasst sich der Einfluss der Temperatur auf die
Aktivitat durch die Arrhenius Gleichung beschreiben. Diese besagt, dass die Aktivitat mit

zunehmender Temperatur exponentiell steigt (Atkins, 1996).

k= Ae™'F" Formel 3.1

Diesem exponentiellen Anstieg der Aktivitat stehen destabilisierende Effekte gegeniber,
da Enzyme bei héheren Temperaturen leichter denaturieren und ihre Funktion verlieren.
Daher muss bei der Bestimmung der optimalen Temperatur der Biotransformation immer
sowohl die Aktivitat als auch die Stabilitat untersucht werden. Abbildung 3.10 zeigt den
Einfluss der Temperatur auf die Aktivitdt und Stabilitdt des Biokatalysators. Ein
exponentieller Anstieg der Aktivitdt wurde im Abschnitt von 20 — 35 °C beobachtet. Bei
hoherer Temperatur wurde wahrscheinlich aufgrund destabilisierender Effekte bereits eine
geringere Aktivitat verzeichnet. Daher wurden die Stabilitdtsuntersuchungen nur bei
Temperaturen zwischen 20 und 35 °C durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Stabilitat wurde
der zeitabhangige Aktivitdtsverlauf gemessen und daraus die Halbwertszeit berechnet.
Bei 35 °C, bei der die maximale Aktivitdt des Biokatalysators festgestellt wurde, betragt
die Halbwertszeit nur 5 h. Selbst bei 20 °C ist die Halbwertszeit des Biokatalysators mit
einem Wert von 20 h sehr gering. Dies verdeutlicht die geringe Stabilitat der CYP102A1

Variante. Die Biotransformation sollte daher bei 20 °C durchgefuhrt werden.
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Abbildung 3.10: Einfluss der Temperatur auf die Aktivitédt (links) und Stabilitit (rechts) des
E. coli Stammes mit CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, 200 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 6,5 2 g L' E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH
vorgel6st), 50 mM Natriumformiat

Reaktionsbedingungen Stabilitdtsuntersuchungen: 10 %ige Zellsuspension, 50 mM KP; pH 6,5
3.2 Parameterstudien

Im Folgenden wurden gezielte Untersuchungen zur Ermittlung der Faktoren, die die
Hydroxylierung von f(-Jonon limitieren, durchgefiihrt. Neben der Sauerstoff- und
Cofaktorversorgung, wurde insbesondere der Einfluss von Substrat und Produkt

untersucht. Dabei wurde auch die Selektivitat, mit der die Reaktion ablauft, bertcksichtigt.

3.2.1 Sauerstoffversorgung

Vor der Durchfiihrung experimenteller Messungen, sollte zunachst auf Basis theoretischer
Grundlagen festgestellt werden, ob eine Sauerstofflimitierung Uberhaupt vorliegen kann.
Eine Limitierung durch unzureichenden Sauerstoff ist nur unter der Voraussetzung
gegeben, dass die Produktbildungsrate die maximale Sauerstofftransferrate (OTR)
Uberschreitet. Unter den gegebenen Bedingungen, also im Schittelkolben, der maximal
zu 30 % befullt ist und mit einer Geschwindigkeit von 200 rpm geschuittelt wird, betragt der
Sauerstofftransportkoeffizient (K ,) 34,92 - 10* s (Storhas, 2003). Neben dem K, hdngt
die OTR auch von der maximal l6slichen Sauerstoffkonzentration (c*) im Reaktions-
medium ab. Bei Luftsattigung sind hochstens 250 pM Sauerstoff in Wasser 16slich
(Muttzall, 1993). Unter diesen Gegebenheiten ergibt sich eine maximale Sauerstoff-
transferrate (OTR) von 3,14 mM h™.

OTR =kLa(c™ -c) Formel 3.2

Bei aquimolarem Sauerstoffbedarf einer Reaktion bedeutet dies, dass keine Sauerstoff-

limitierung vorliegt, solange die Produktbildungsrate 3,14 mM h™ nicht (berschreitet.
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Aufgrund moglicher uncoupling-Effekte bei Cytochrom P450 Monooxygenase
katalysierten Reaktionen (vgl. Kapitel 1.2.1), wird der Sauerstoff in grofieren Mengen als
das Substrat benétigt (Murataliev et al., 2008). Daher kann nicht automatisch von der

Produktbildungsrate auf eine mdgliche Sauerstofflimitierung geschlossen werden.

Bei der Hydroxylierung von B-Jonon betragt die Produktbildungsrate bei einer Bio-
katalysatorkonzentration von 4 g L™ 0,54 mM h™" und ist damit um den Faktor 5,7 geringer
als die maximale Sauerstofftransferrate. Da der Grad der Entkopplung nicht bekannt ist
und der Sauerstoffverbrauch auch von der Biomasse abhangig ist, kann eine Sauerstoff-
limitierung nicht ausgeschlossen werden und eine experimentelle Uberprifung muss
erfolgen. Zu diesem Zweck wurde die Biotransformation unter identischen Bedingungen,
aber in Gegenwart unterschiedlicher Biokatalysatorkonzentrationen durchgefiihrt und die
Aktivitdt pro Gramm Biomasse verglichen (Abb. 3.11). Sinkt die Aktivitdt bezogen auf die
Biokatalysatormenge mit zunehmender Biomasse, so liegt eine Sauerstofftransport-
limitierung vor. Da ab einer Biokatalysatorkonzentration von 8 g L™ die Aktivitat abnahm,
kommt die Sauerstofflimitierung bei mehr als 8 g L™ Zellen zum Tragen. Die Produkt-
bildungsrate erreicht dabei bei 8, 20 und 40 g L Biomasse ein Maximum von rund
1,6 mM h™', die etwa um den Faktor 2 geringer als die maximale Sauerstofftransferrate ist.
Geht man davon aus, dass der Sauerstoff nur zur P450 katalysierten Hydroxylierung
eingesetzt wird und nicht fir Stoffwechselaktivitaiten des Organismus, wird fir die
Hydroxylierung von B-Jonon etwa doppelt so viel Sauerstoff wie Substrat bendétigt. Dies

entspricht einer Kopplungsrate von rund 50 %.

- 3

3

=

2 2' \\

o ~

T ~

(@) ~

v ~
=) o .
~ ~
= 14 \\
(G <
= ~
> e
x<
<

0 ———————

0O 10 20 30 40 50
Konz. Biomasse /g L™

Abbildung 3.11: Hydroxylierungsaktivitidt des E. coli Stammes mit CYP102A1 Variante in
Gegenwart unterschiedlicher Biomassekonzentrationen

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM f-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM Natriumformiat
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3.2.2 Redoxcofaktorversorgung

Genauso wie Sauerstoff wird der Redoxcofaktor mindestens aquimolar fir die
Hydroxylierung von B-Jonon benétigt. Unter der Annahme, dass der doppelt so hohe
Sauerstoffbedarf im Vergleich zur Substratkonzentration ausschlieBlich auf uncoupling-
Effekte zurlickzufiihren ist, wirde sich die Cofaktorversorgung ahnlich verhalten. 2 Mol
NADPH waren nétig, um 1 Mol B-Jonon zu hydroxylieren. Um zu untersuchen, ob eine
enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung notwendig ist, oder eine Regenerierung Uber
den Stoffwechsel des Bakteriums ausreicht, wurde die 4-OH-B-Jononbildung in
Gegenwart beider Regeneriermdglichkeiten verglichen (Abb. 3.12). Zur enzym-
gekoppelten Regenerierung wurde die FDH unter Oxidation von Formiat zu CO,
eingesetzt, wahrend die Regenerierung des Redoxcofaktors tber den Stoffwechsel durch
die Zugabe von Glucose erfolgte. Sowohl bei der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit als
auch beim Umsatz wurden in Gegenwart der enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung
deutlich bessere Werte erzielt. Wahrend bei einer Cofaktorregenerierung uber den
Stoffwechsel weniger als 0,03 mM des gewlnschten Produkts gebildet wurden, war
dessen Konzentration bei der Regenerierung tber die FDH flinffach héher. Daher ist der
Einsatz einer enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung zur Gewahrleistung einer

ausreichenden Cofaktorversorgung unumganglich.
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Abbildung 3.12: 4-OH-B-Jononbildung bei Cofaktorregenerierung iiber die FDH bzw. liber
den Metabolismus des E. coli Stammes mit CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 2 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-donon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM Natriumformiat/1,5 g Glucose
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Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Variante der CYP102A1 akzeptiert sowohl
NADH als auch NADPH als Elektronenquelle (Maurer et al., 2005), sodass sowohl die
LbADH als auch die FDH zur Cofaktorregenerierung eingesetzt werden kénnen. Tabelle

3.1 vergleicht die Cofaktorspezifitat des Wildtyps (WT) mit der Finffachvariante.

Tabelle 3.1: Michaelis Menten Konstante und Wechselzahl der CYP102A1 Variante und des
Wildtyps fiir die Redoxcofaktoren (Maurer et al., 2005)

Michaelis Menten

Enzym W/f(Chsrﬁilﬁﬁhl Konstante (Ky)
cat /UM

CYP102A1 WT

NADH 2800 1400

NADPH 7930 25
CYP102A1 Variante

NADH 14600 11,6

NADPH 5400 1,6

Um etwaige Informationen zu erhalten, ob die LbADH oder die FDH besser zur
Cofaktorregenerierung geeignet ist, wurde der Einfluss der Cosubstratkonzentration auf
die CYP102A1 Hydroxylierungsaktivitat untersucht (Abb. 3.13). Ein direkter Vergleich der
LbADH und FDH war aufgrund des unbekannten Expressionslevels beider Enzyme nicht
moglich. Bei einer Regenerierung uUber die LbADH erreicht die Hydroxylierungsaktivitat
der CYP102A1 Variante bereits bei einem 15fachen Uberschuss an Cosubstrat einen
konstanten Wert, wahrend ein Anstieg der Aktivitdt in Abhangigkeit der
Formiatkonzentration im gesamten untersuchten Bereich beobachtet wurde. Bei einer
Regenerierung Uber die LbADH sind geringere Cosubstratkonzentrationen nétig, um eine

effiziente Hydroxylierung von B-Jonon zu erreichen.
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Abbildung 3.13: Cosubstrateinfluss auf die Aktivitidt des E. coli Stammes mit CYP102A1
Variante

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 2 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH/ADH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst)
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3.2.3 Bestimmung der Enantioselektivitat

Die CYP102A1 katalysierte Hydroxylierung von -Jonon lauft zwar regioselektiv aber nur
mit einem geringen Enantiomerenuberschuss von 39 % fir das (R)-Enantiomer ab. Die
Bestimmung dieses Werts erfolgte am Ende der Biotransformation durch eine Messung
des Drehwerts (Urlacher et al., 2006c). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten
detailierte Untersuchungen zur Enantioselektivitit der Hydroxylierung von B-Jonon
durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck wurde eine Enantiomerenanalytik fur eine
Trennung von (R)- und (S)-4-OH-B-Jonon mittels Gaschromatographie entwickelt und der
ee des Produkts wahrend der Biotransformation bestimmt. Abbildung 3.14 zeigt den
Enantiomerenidberschuss wahrend des Reaktionsverlaufs. Zu Beginn der Biotrans-
formation wurde ein ee von 60 % fur das (R)-Enantiomer erreicht, der allerdings unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen im weiteren Reaktionsverlauf abnahm, bis ein nahezu
racemisches Gemisch an 4-OH-B-Jonon vorlag. Gleichzeitig wurde eine Konzentrations-
abnahme des gewinschten Produkts beobachtet und ein weiterer Peak im Chromato-
gramm identifiziert. Die Flache des Peaks der unbekannten Substanz, bezogen auf die
Flache des internen Standards (IS) ist im Diagramm dargestellt. Aufgrund des
Reaktionsverlaufs wurde vermutet, dass dieses Nebenprodukt aus dem gewinschten
Produkt 4-OH-B-Jonon gebildet wird.
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Abbildung 3.14: 4-OH-B-Jononbildung und dessen ee im Verlauf der CYP102A1 katalysierten
Ganzzellbiotransformation

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5 20 g L E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM Natriumformiat
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Um nahere Hinweise zur Nebenproduktbildung zu erhalten, wurde die Struktur der
unbekannten Substanz mittels Kernresonanzspektroskopie (NMR) identifiziert. Zu diesem
Zweck wurde racemisches 4-OH-B-Jonon in Gegenwart des Biokatalysators flir mehrere
Tage inkubiert und anschlieBend das Nebenprodukt durch Extraktion vom
Reaktionsgemisch abgetrennt und durch eine praparative Dinnschichtchromatographie
weiter aufgereinigt. Die so erhaltenen 8 mg der unbekannten Substanz wurden mit Hilfe
der Kernresonanzspektroskopie zur Strukturaufklarung analysiert. Die Durchfiihrung von
'H und "C-NMR Experimenten ermdglichte eine eindeutige Strukturaufklarung des
Nebenprodukts. Im "*C-NMR Spektrum wurde ein Signal bei 189 ppm beobachtet, dass
auf eine weitere Carbonylgruppe im Molekull schliel3en lasst. Zusammen mit der Analyse
des 'H-NMR Spektrums konnte die unbekannte Substanz als 4-Oxo-B-jonon, das
Oxidationsprodukt des 4-OH-B-Jonons identifiziert werden (vgl. Kapitel 8.2.6). Um
festzustellen, ob es sich dabei um eine Autoxidation oder um eine enzymatisch
katalysierte Oxidation handelt, wurde der Reaktionsverlauf in Gegenwart von
rekombinanten E. coli Stammen, die die CYP102A1 Variante exprimieren und in
Abwesenheit des Biokatalysators verfolgt. Um zusatzlich feststellen zu kdnnen, ob
madglicherweise ein anderes Enzym die Oxidation katalysiert, wurde der Reaktionsverlauf
in Gegenwart des E.coli Stamms, der nur die LbADH bzw. die FDH zur
Cofaktorregenerierung exprimiert, untersucht. In beiden Fallen, in Abwesenheit der
CYP102A1 Variante und in Abwesenheit des Ganzzellbiokatalysators konnte die Bildung
des 4-Oxo-B-jonons nicht festgestellt werden. Abbildung 3.15 zeigt den Reaktionsverlauf
in Gegenwart der CYP102A1 Variante. Da keine Kalibrierung des 4-Oxo-B-jonons
vorgenommen wurde, ist die Flache der Substanzen bezogen auf die Flache des IS
aufgetragen worden. Dabei war eine deutliche Abnahme der Konzentration an 4-OH-$3-
Jonon Uber den gesamten Reaktionsverlauf ersichtlich. Gleichzeitig wurde 4-Oxo-B-jonon
gebildet. Dieser Versuch zeigt, dass die Monooxygenase selbst die Oxidation des
Alkohols zum Keton katalysiert. Auflerdem kam es im Lauf der Reaktion zu einer
Verschiebung des Enantiomerenuberschusses. Da racemisches 4-OH-B-Jonon als
Substrat eingesetzt wurde, betrug der ee zu Beginn der Reaktion 0 %. Der Anteil an (R)-
Enantiomer nahm jedoch im Lauf der Reaktion ab und ein Uberschuss an (S)-4-OH-B-
Jonon entstand. Der Enantiomerenuberschuss an (S)-Produkt betrug unter den
gegebenen Reaktionsbedingungen nach 120 min 25 %. Die Monooxygenase bildet also
nicht nur bevorzugt das (R)-Enantiomer, sondern oxidiert es auch bevorzugt zum Keton.
Abbildung 3.16 stellt die CYP102A1 katalysierte Oxidation von B-Jonon schematisch dar.

-40 -



CYP102A1

1,0
% ®  4-OH-p-Jonon
A 4-Oxo-B-jonon
_-CCJ 2"'“ ® ce
= N
~ l\‘
N [
c \
© - 0,5 @
® 1 S @
S " ~
U) -~ J-._.r .
A- - —:__ - ::
O] ""_.. —————
S |artrce e
i© "’o.
L O" T T Y T 0,0
0 30 60 90 120 150
Zeit /min

Abbildung 3.15: Umsetzung des racemischen 4-OH-B-Jonons durch den E. coli Stamm mit
CYP102A1 Variante

Reaktlonsbedlngungen 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 20 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 20 g L™ E. coli CYP102A1 + LbADH, 1 mM rac. 4- -Hydroxy-B-jonon (in 1 vol% EtOH
vorgel6st), 50 mM 2-Propanol
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Abbildung 3.16: Schema der CYP102A1 katalysierten Oxidation von f3-Jonon

Der Versuch racemisches 4-OH-B-Jonon zu oxidieren zeigt dartber hinaus, dass die
CYP102A1 Variante auch prinzipiell zur kinetischen Racematspaltung von 4-OH-B3-Jonon
eingesetzt werden kann und so das (S)-Enantiomer zuganglich ware. Durch die
Berechnung des Enantiomeren-Verhaltnisses (E) bei kinetischen Racematspaltungen

kann die Qualitat der Racematspaltung beurteilt werden (Chen et al., 1982).
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Racematspaltungen, die in der Praxis Anwendung finden, sollten einen E-Wert grélier 30
haben. Der berechnete E-Wert dieser kinetischen Racematspaltung liegt bei 2,1 und ist zu
gering fur eine effiziente Reaktion. Fur eine praktische Anwendung musste das Enzym

noch weiter optimiert werden.

3.2.4 Einfluss von Substrat und Produkt auf die
Hydroxylierungsreaktion

Alle bisher durchgefihrten Versuche zur Hydroxylierung von B-Jonon erreichten keinen
vollstdndigen Umsatz, was auf eine Substrat- bzw. Produktiiberschussinhibierung deuten
kdénnte. Deshalb wurde der Einfluss des Substrats und des Produkts auf die Aktivitat des
Biokatalysators untersucht. Abbildung 3.17 zeigt den Einfluss unterschiedlicher
Substratkonzentrationen im Bereich 0,1 — 5 mM, in welchem die Loéslichkeit von p-Jonon
gewahrleistet ist. Dabei wurde ein linearer Anstieg der Aktivitat bis zu einer
Substratkonzentration von ungefahr 0,75 mM beobachtet. Ab 1 mM B-Jonon tritt ein
Sattigungseffekt ein und die maximale Reaktionsgeschwindigkeit von 2,75 U4.on-g-Jonon

' wurde erreicht. Eine Inhibierung durch das Substrat ist also bei B-Jonon-

g WCW-

konzentrationen < 5 mM nicht ersichtlich.
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Abbildung 3.17: Einfluss der Substratkonzentration auf die Aktivitat der CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5 1 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH, B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM Natriumformiat
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Abbildung 3.18 zeigt den Einfluss des Produkts auf die Aktivitat des Biokatalysators. Die
Aktivitdt sinkt stark mit zunehmender Produktkonzentration. Bereits bei Produkt-
konzentrationen von 0,5 mM waren nur noch 10 % der urspringlichen Aktivitat
vorhanden. Die kinetischen Parameter, die vereinfacht nach einer Michaelis Menten
Kinetik mit Produktinhibierungsterm bestimmt wurden, verdeutlichen die starke
Produktinhibierung (Tabelle 3.2). Der K, fiir das Produkt, der die Konzentration angibt, bei
der noch die halbmaximale Aktivitdt des Biokatalysators vorhanden ist, liegt bei einer
Konzentration von lediglich 0,035 pM. Der geringe Umsatz der Biotransformation ist also

durch die starke Produktinhibierung begrundet.
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Abbildung 3.18: Einfluss der Produktkonzentration auf die Aktivitat der CYP102A1 Variante

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5 1 g L™ E. coli CYP102A1 + FDH, 1 mM B-Jonon + rac. 4-OH-B-Jonon (in 1 vol%
EtOH vorgeldst), 50 mM Natriumformiat

Tabelle 3.2: Kinetische Parameter der Hydroxylierung von -Jonon

Vmax 2175 .= 0121 U4—OH—B—J0non gwcw b
Kwm 0,65+0,15 mM
Kip 0,034 £ 0,015 mM

3.2.4.1 In situ Produktabtrennung

Die Produktinhibierung sowie die Uberoxidation des 4-OH-B-Jonons zum 4-Oxo-B-jonon
kénnte durch in situ Produktabtrennung GUberwunden werden. Um das Produkt wahrend
der Reaktion abzutrennen, kdnnen zwei Strategien angewandt werden: der Einsatz eines
Zweiphasensystems oder die Verwendung von Adsorberharzen. Beim Zweiphasensystem
kénnen sowohl nicht Wasser-mischbare ionische Flissigkeiten (IL) oder ein

entsprechendes organisches Lésungsmittel als zweite Phase eingesetzt werden (Prinzip
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siehe Kapitel 1.3.2.5). Ahnlich wie das Zweiphasensystem funktioniert das Prinzip der in
situ Produktabtrennung mit Adsorberharzen. Substrat und Produkt weisen aufgrund ihrer
Hydrophobizitat eine hohe Affinitdt zum Adsorber auf und liegen nur in geringen Mengen
im Reaktionsmedium vor. Das desorbierte Substrat wird zum Produkt umgesetzt,
anschlieBend adsorbiert der GrofRteil des Produkts an den Adsorber und ist dem
Biokatalysator nicht mehr zuganglich. Abbildung 3.19 veranschaulicht beide in situ

Produktabtrennungskonzepte.

Organische Phase
g IL Adsorber

Wassrige Phase

Abbildung 3.19: Schematische Darstellung der untersuchten Strategien zur in situ
Produktabtrennung

Die Wahl eines adaquaten Losungsmittels zur Etablierung eines Zweiphasensystems ist
aufgrund der Substratspezifitdit der CYP102A1 eingeschrankt. Alkane kdénnen nicht als
organische Phase eingesetzt werden, da alle flissigen Vertreter von CYP102A1
Varianten bzw. dem Wildtyp selbst als Substrat akzeptiert werden (Appel et al., 2001;
Farinas et al., 2001; Glieder et al., 2002; Peters et al., 2003). Die Untersuchungen
beschrankten sich deshalb auf folgende nicht mit Wasser mischbare organische
Losungsmittel und ionische Flissigkeiten:

— tert-Butylmethylether

— Toluol

— Decalin

— Chloroform

— Ethylacetat

— Diisononylphthalat

— BMIM (CF3SO,):N

- BMIM PFg
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Diisononylphthalat wurde bereits erfolgreich bei der durch die CYP102A1 katalysierten
Ganzzellbiotransformation von a-Pinen eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen beim
Einsatz dieses Losungsmittels als zweite Phase wurden daher von Schewe et al. (2009)
adaptiert. Bei den anderen Losungsmitteln wurde die zweite Phase im Verhaltnis 1:1 und
1:5 zur wassrigen Phase eingesetzt. Des Weiteren wurde die Biotransformation sowohl im
Schittelkolben als auch in zylindrischen Reaktionsgefallen mit geringerem Phasen-
grenzflache-Volumenverhaltnis durchgefihrt, um eine Inaktivierung des Biokatalysators
durch die Dispersion der zweiten Phase in der wassrigen Phase auszuschlieRen. Die
Dispersion hangt neben der Rihrgeschwindigkeit auch vom Phasengrenzflachen-
Volumenverhaltnis ab und ist umso hdher, je groRer das Verhaltnis ist. Um eine
ausreichende Sauerstoffversorgung zu garantieren, wurde die wassrige Phase vor Beginn
der Biotransformation mit reinem Sauerstoff gesattigt. Lediglich in Gegenwart von
Diisononylphthalat konnte eine Hydroxylierung von (-Jonon festgestellt werden
(Abb. 3.20). Nach rund 9 h wurden unter den gegebenen Reaktionsbedingungen nur
1,5 mM 4-OH-B-Jonon gebildet, was einem Umsatz von weniger als 1 % entspricht. Da
sich die 4-OH-B-Jonon Konzentration in der wassrigen Phase auf 10 uM beschrankte,
konnte eine Produktinhibierung als Grund fir den geringen Umsatz ausgeschlossen
werden. Héchstwahrscheinlich beruht die niedrige Produktbildung auf einer Inaktivierung
des Enzyms. Der ee blieb Uber den Zeitraum annahernd konstant bei 65 %, sodass die
Uberoxidation des gewiinschten Produkts verhindert werden konnte. Die in situ
Produktabtrennung durch ein Zweiphasensystem scheint prinzipiell geeignet zu sein, um
die Produktinhibierung und die Nebenreaktion unterbinden zu kénnen. Im praparativen
Malstab allerdings scheidet das Zweiphasensystem aufgrund des geringen Umsatzes

dennoch fir eine Produktabtrennung wahrend der Reaktion aus.
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Abbildung 3.20: 4-OH-B-Jononbildung im Rahmen eines Zweiphasensystems in Gegenwart
von Diisononylphthalat

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 40 mL, T = 20 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 40 vol% organische Phase, wovon 20 % B-Jonon, 80 % Diisononylphthalat,
8¢ L™ E. coli CYP102A1 + ADH, 1 vol% 2-Propanol

Alternativ . wurden neun verschiedene Adsorberharze auf ihre Eignung zur in situ
Produktabtrennung untersucht. Diese konnten bereits erfolgreich zur kontinuierlichen
Substratdosierung und Produktabtrennung bei der Bayer-Viliger Monooxygenase
katalysierten Synthese von Bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-on eingesetzt werden (Hilker et al.,
2004). Um geeignete Harze zu identifizieren, muss die Substrat- und Produktverteilung
am Adsorber und im Reaktionsmedium untersucht werden. Da nur wenige mg Referenz-
substanz 4-OH-B-Jonon zur Verfigung standen, wurde lediglich die Verteilung des
Substrats am Adsorber/Reaktionsmedium untersucht (Tabelle 3.3). Es wurde davon
ausgegangen, dass das Produkt aufgrund geringer struktureller Unterschiede ein
ahnliches Verteilungsverhalten besitzt. f-Jonon hat eine hohe Affinitat zu allen Adsorber-
materialien, da die verbleibende Substratkonzentration im Medium < 2 mM ist. Mit
Ausnahme des Adsorbers Sepabeads EB BU wurde selbst der millimolare-Bereich nicht
Uberschritten. In Gegenwart von Sepabeads EB HG, Amberlite XAD 4, Lewatit VPOC
1163, Sepabeads SP207, Diaion HP 20L und Amberlite XAD 16 Adsorbentien verbleiben
nur wenige uM B-Jonon in Lésung. Die Substratkonzentration im Medium ist somit um
Grolkenordnungen geringer als die Michaelis Menten Konstante des Biokatalysators flr
das Substrat (Ky 0,65 mM). Folglich ist die Aktivitat des Biokatalysators in Gegenwart so
niedriger Substratkonzentrationen zu gering um eine effiziente Biotransformation

durchfiihren zu kénnen. Daher scheiden diese Adsorber zur in situ Produktabtrennung
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aus. Die Adsorber Sepabeads EB BU und Amberlite XAD 7 wurden als am besten

geeignet erachtet und wahrend der Biotransformation zur Produktabtrennung eingesetzt.

Tabelle 3.3: Verteilung des B-Jonons zwischen Adsorber und Reaktionsmedium

B-Jonon geldst im
Reaktionsmedium (50
mM KP; pH 6,5 + 1

Beladungskapazitat
/mg B-Jonon mg™

Adsorber vol% EtOH) /mM
Amberlite XAD 4 0,12 0,02
Amberlite XAD 7 0,16 0,3
Amberlite XAD 16 0,15 0,06
Diaion HP 20L 0,13 0,04
Diaion HP2MGL 0,06 0,28
Sepabeads SP207 0,11 0,02
Sepabeads EB BU 0,10 1,80
Sepabeads EB HG 0,05 0,00
Lewatit VPOC 1163 0,12 0,04

Die Biotransformation wurde im Schiittelkolben durchgefiihrt, wobei die mit Substrat
beladenen Adsorber in einem Nylonsack mit einer definierten PorengréRe von 20 um
zurtickgehalten wurden. Dieser Versuchsaufbau erlaubt eine einfache Probenahme aus
dem wassrigen Medium und der Adsorberharze. Abbildung 3.21 zeigt den Reaktions-
verlauf in Gegenwart der Sepabeads EB BU Harze. Die jeweilige Menge an Substrat und
Produkt die sich am Adsorber befindet, wurde bezogen auf dessen entsprechende
Konzentration im Medium umgerechnet. Die Sepabeads EB BU erlaubten zwar einen
Umsatz im millimolaren-Bereich, allerdings war die Produktkonzentration in Losung immer
noch so hoch, dass nach 1 h der Umsatz einbricht und die Produktinhibierung zum
Tragen kommt. Zu diesem Zeitpunkt befanden sich etwa 2 mM 4-OH-B-Jonon in Lésung.
Des Weiteren wurde die Entstehung des Nebenproduktes 4-Oxo-B-jonon beobachtet. Im
Reaktionsverlauf nahm zudem der Anteil an geléstem (3-Jonon stark zu und betrug nach
21,5 Stunden bereits mehr als 6 mM. Die Affinitat des Substrats zum Adsorber nimmt also
im Lauf der Reaktion ab. Daher scheinen die Sepabeads EB BU zur Produktabtrennung

wahrend der Reaktion nicht geeignet zu sein.
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Abbildung 3.21: 4-OH-B-Jononbildung in Gegenwart des Adsorbers Sepabeads EB BU

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 20 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 50 g L™ E. coli CYP102A1 + LbADH, 1 vol% 2-Propanol, 1,5 vol% EtOH,
1 g Sepabeads EB BU 405 beladen mit f-Jonon

Des Weiteren wurde die Biotransformation in Gegenwart des Amberlite XAD 7 Harzes
durchgefihrt (Abb. 3.22). Die Menge an adsorbiertem Substrat und Produkt ist bezogen
auf dessen entsprechende Konzentration in Losung angegeben. Da nur eine sehr geringe
Menge an B-Jonon im Reaktionsmedium vorlag, ist die Produktbildung deutlich geringer.
Nach rund 2 Stunden wurden 1,3 mM 4-OH-B-Jonon gebildet, wovon fast 1 mM 4-OH-[3-
Jonon im Reaktionsmedium vorlagen. Daher kam die Produktinhibierung zum Tragen und

die Hydroxylierung von B-Jonon stoppte. Auch Amberlite XAD 7 ist daher nicht zur in situ
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Abbildung 3.22: 4-OH-B-Jononbildung in Gegenwart des Adsorbers Amberlite XAD 7

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 20 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 50 g L E. coli CYP102A1 + LbADH, 1 vol% 2-Propanol, 1,5 vol% EtOH,
0,6 g Amberlite XAD 7 beladen mit 3-Jonon

Bei beiden untersuchten Adsorbermaterialien ist die Affinitdt des Substrats zum Adsorber
hoher als die des Produkts, was in der hoheren Polaritat des Produkts begrindet liegt.
Dies erschwert allerdings den Einsatz von Adsorbermaterialien zur in situ Produkt-
abtrennung. Setzt man Adsorberharze, an die viel Produkt adsorbiert ein, so adsorbiert
noch mehr Substrat und die verbleibende Substratkonzentration in Lésung ware wohl so

gering, dass die Biotransformation praktisch zum Erliegen kommt.

3.3 Satzreaktor (Batch) unter optimierten Bedingungen

Nachdem eine kontinuierliche Produktabtrennung wahrend der Reaktion nicht realisiert
werden konnte und die Produktinhibierung nicht Uberwunden werden konnte, wurde
versucht, die Enantioselektivitdt der Biotransformation zu verbessern. Diese wird vor
allem durch die Weiteroxidation des Produkts zu 4-Oxo-B-jonon beeinflusst, da das
(R)-Enantiomer nicht nur bevorzugt gebildet, sondern auch bevorzugt oxidiert wird. Die
unerwlnschte Bildung des Ketons kommt vor allem bei hoher Biokatalysatormenge und
langer Reaktionsdauer zum Tragen, da die Nebenreaktion langsamer ablauft als die
gewlnschte Hydroxylierung. Die Biotransformation wurde deswegen in Gegenwart einer
geringen Biokatalysatorkonzentraton von 2 g L’ durchgefiihrt und nach einer
Reaktionsdauer von 120 Minuten gestoppt. Zudem kann die Zugabe von DMSO die
Enantioselektivitat von Enzym katalysierten Reaktion verbessern (Zocher et al., 2000).

Daher wurde die Zugabe von DMSO wahrend der Biotransformation hinsichtlich einer
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Verbesserung der Enantioselektivitat der Hydroxylierungsreaktion untersucht. Abbildung
3.23 zeigt die Produktbildung und den Enantiomerenlberschuss Uber den Reaktions-
verlauf. Ein Einfluss von DMSO auf die Produktbildung konnte nicht festgestellt werden.
Aufgrund der Produktinhibierung wurde unter den gegebenen Reaktionsbedingungen nur
ein Umsatz von 50 % erreicht. Eine Analyse des Enantiomereniberschusses zeigte, dass
DMSO die Enantioselektivitat der Hydroxylierung von B-Jonon signifikant verbessert. In
Gegenwart von DMSO belief sich der ee-Wert fir das (R)-Enantiomer auf 72 %, in dessen
Abwesenheit nur auf 65 %. In beiden Fallen war aber eine leichte abnehmende Tendenz
des Enantiomerenuberschusses ersichtlich, wobei gleichzeitig die Bildung von geringen
Mengen 4-Oxo-B-jonon detektiert wurde. Dies verdeutlicht die Bedeutung der Wahl der
Reaktionszeit. Trotzdem konnte unter den gegebenen Bedingungen im Satzreaktor eine
Produktivitat von 6 mM d™' bzw. 1,25 g L™ d™ firr die Bildung von 4-OH-B-Jonon erreicht
werden. Bei diesem Satzreaktor mit 2 h Reaktionsdauer wurde zudem eine Produkt-
ausbeute von 104 mg L™ erlangt. Da die CYP102A1 Konzentration in der Zelle bekannt
ist, konnte die Katalysatorausnutzung bezogen auf das eigentliche Produktionsenzym
angegeben werden, die unter den gegebenen Reaktionsbedingungen 5000 betragt.

Tabelle 3.4 fasst die Kennzahlen des Satzreaktors zusammen.
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Abbildung 3.23: Satzreaktor zur Synthese von 4-OH--Jonon in Gegenwart von DMSO

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 20 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6,5, 2 g L E. coli CYP102A1 + ADH, 1 mM B-Jonon (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
50 mM 2-Propanol, 2 vol% DMSO
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Tabelle 3.4: Kennzahlen des Satzreaktors in Gegenwart von DMSO

Umsatz 50,2 %
Produktivitat 1,25gL"d’
6 mMd’
Ausbeute® 2,6 mg
ee 72 %
TTN P450 5000

a: berechnet

3.4 Zusammenfassung

Im Rahmen der Parameterstudien wurden folgende Limitierungen der CYP102A1
katalysierten Hydroxylierung festgestellt:

- Bei Biokatalysatorkonzentrationen gréRer 8 g L™ kam es unter den gegebenen
Reaktionsbedingungen zu einer Sauerstofftransportlimitierung.

- Um eine ausreichende Cofaktorversorgung gewahrleisten zu kdénnen, reicht eine
Cofaktorregenerierung Uber den Stoffwechsel des Organismus nicht aus, die
Implementierung einer enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung war nétig.

- Die Reaktion ist durch eine Produktinhibierung limitiert. Der K,-Wert des Produkts,
bei dem nur noch die halbmaximale Aktivitat beobachtet wurde, betragt 35 pM.

- Die Variante der CYP102A1 katalysiert nicht nur die Hydroxylierung von (-Jonon
zu 4-OH-B-Jonon, sondern auch die Oxidation von 4-OH-B-Jonon zu 4-Oxo-f3-
Jonon. Das (R)-Enantiomer wird nicht nur bevorzugt gebildet, sondern auch
bevorzugt zum entsprechenden Keton weiteroxidiert. Daher nimmt der

Enantiomereniberschuss wahrend der Reaktion ab.

Durch in situ Produktabtrennung mit Hilfe eines Zweiphasensystems oder durch
Adsorberharze, konnte sowohl die Produktinhibierung als auch die Oxidierung des
gewlnschten Produkt 4-OH-B-Jonon verhindert werden. Durch die bisherigen
Untersuchungen, konnte allerdings weder ein geeignetes Zweiphasensystem, noch ein
geeignetes Adsorbermaterial zur kontinuierlichen Produktabtrennung wahrend der
Reaktion identifiziert werden. Der Biokatalysator zeigte lediglich eine geringe Aktivitat in
Anwesenheit von Diisononylphthalat, alle anderen untersuchten nicht Wasser-mischbaren
Losungsmittel fuhrten zu einer vollstandigen Inaktivierung des Biokatalysators. Die
Adsorberharze scheiden aufgrund der unginstigen Substrat- und Produktverteilung im

Medium /am Adsorber aus.

-51 -



CYP102A1

Darlber hinaus konnte erstmals gezeigt werden, dass Cytochrom P450 Monooxygenasen
fir kinetische Racematspaltungen eingesetzt werden kénnen. Bei der Uberoxidation von
4-OH-B-Jonon zu 4-Oxo-B-jonon wird bevorzugt das (R)-Enantiomer weiteroxidiert. Setzt
man racemisches 4-OH-B-Jonon als Substrat ein, so bildet sich im Lauf der Reaktion ein
Uberschuss an (S)-Enantiomer. Die Zugabe von DMSO wirkt sich positiv auf den
Enantiomereniberschuss (72 %) des gebildeten 4-OH-B-Jonon aus. Trotz Produkt-
inhibierung wurde im Satzreaktor unter optimierten Reaktionsbedingungen ein Umsatz
von 50 % erreicht. Die Produktivitat des Satzreaktors lag bei 6 mM d™' bzw. 1,25 g L™ d”
bei einer TTN von 5000.
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Abbildung 4.1: Schema des Ganzzellbiokatalysators zur Hydroxylierung von Steroiden in
Position 21

An der menschlichen Biosynthese von Steroiden in der Nebennierenrinde sind vier
Cytochrom P450 Monooxygenasen beteiligt: zwei mitochondriale (CYP11B1 und
CYP11A1) sowie zwei mikrosomale (CYP17 und CYP21) (Miller, 1988). Die CYP21, eine
der Klasse 2 zugehodrige P450 (vgl. Kapitel 1.2.2), die in der Membran des
endoplasmatischen Retikulum verankert ist, katalysiert die Hydroxylierung von
Progesteron (Prog) und 17a-Hydroxyprogesteron (17a-Prog) in Position 21 zu 11-
Desoxycorticosteron (DOC) bzw. 11-Desoxycortisol (RSS, Reichstein S) (Kominami et al.,
1980). Bei RSS handelt es sich um die direkte Vorstufe des pharmazeutisch relevanten
Cortisols. Dieses Enzym konnte erfolgreich in Schizosaccharomyces pombe (Spalthefe)
exprimiert werden, wobei der Elektronentransport von der spalthefeeigenen FAD/FMN
abhangigen Cytochrom P450 Reduktase (CPR) tGbernommen wird. Der Spalthefestamm
erreicht dabei hdhere Produktivitdten als ein Saccharomyces cerevisiae Stamm, der die
bovine CYP21 exprimiert (Dragan et al., 2006a). Dartber hinaus konnten in den letzten
Jahren zahlreiche humane P450 erfolgreich in Spalthefe exprimiert werden, wodurch

dieser Organismus als Expressionsplattform eukaryotischer P450s zunehmend an
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Bedeutung gewinnt (Bureik et al., 2002; Dragan et al., 2005; Dragan et al., 2006a; Dragan
et al., 2006b; Palabiyik et al., 2008; Peters et al., 2009a; Peters et al., 2009b; Zoliner et
al., 2009).

4.1 Charakterisierung

Zur Langzeitkultivierung wurde der rekombinante S. pombe Stamm CAD 18 als
Glycerinkultur bei -80 °C gelagert, die immer als Ausgangspunkt der weiteren Kultivierung
diente. Die Enzymaktivitatsbestimmung erfolgte durch die Verfolgung der Produkt-
bildungsrate mittels HPLC.

4.1.1 Kultivierung des Biokatalysators

Der rekombinante Spalthefestamm CAD18 wurde bezuglich seines Wachstums in
Edinburgh Minimal Medium (EMM) charakterisiert. Ein Vollmedium kann nicht zur
Enzymexpression verwendet werden, da die Enzymexpression unter Kontrolle des pnmt1
Promotors (= no message with thiamine) steht (Maundrell, 1990), der nur in Abwesenheit
von Thiamin eine Expression des Enzyms erlaubt. Da der verwendete Stamm zusatzlich
Auxotrophien gegenulber Adenin, Histidin und Uracil zeigt, missen diese Substanzen dem
Medium supplementiert werden. Neben dem Wachstumsverhalten des Stammes wurde
untersucht, zu welchem Zeitpunkt der Kultivierung die CYP21 Aktivitdt am hochsten ist
(Abb. 4.1). Die exponentielle Wachstumsphase des rekombinanten Organismus begann
nach etwa 25 Stunden, wahrend nach 80 Stunden eine maximale ODgy von etwa 11
erreicht wurde. Dies entspricht einer Verdopplungszeit von etwa 5 Stunden. Um
festzustellen, zu welchem Zeitpunkt der Kultivierung die CYP21 Aktivitat am hochsten ist,
wurde ein Aliquot des Kultivierungsmedium entnommen, die Zellen durch Zentrifugation
geerntet und anschlieBend ein Aktivitatsassay durchgefiihrt. Zwischen 48 h und 72 h
betrug die Aktivitdt 0,0095 Ugrss gwcw'1. Uber diese Wachstumsdauer hinweg, sank die
Aktivitdt. Um eine hohe CYP21 Aktivitdt und gleichzeitig hohe Biomasseausbeuten
gewahrleisten zu konnen, sollte die Kultivierung der Zellen daher rund 72 Stunden

betragen.
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Abbildung 4.2: Wachstum der S. pombe CAD 18 und dessen CYP21 Aktivitit in
Abhéangigkeit der Kultivierungsdauer

Reaktionsbedingungen: Kultivierung: 1 L Erlenmeyerkolben, 100 mL EMM Medium, T = 30 °C,
200 rpm

Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L" Biomasse (Feuchtgewicht), 100 uM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst)

Des Weiteren wurde die Zugabe der Hamvorstufe 5-ALA wahrend der Kultivierung des
Organismus untersucht. Im Gegensatz zur Expression der CYP102A1 wurde allerdings
keine Erhdhung der gewlinschten Aktivitat festgestellt (vgl. Kapitel 3.1). Da die Spalthefe
iber zwei eigene Cytochrom P450 Monooxygenasen verfiigt?, konnte nicht, wie bei den
anderen untersuchten Ganzzellsystemen, mittels CO-Differenzspektroskopie die CYP21
Konzentration bestimmt werden (vgl. Kapitel 3.1 und 5.1). Dragan et al. (2006a) schatzen
die CYP21 Konzentration auf rund 5 nmol L' EMM Medium, dies entspricht einer CYP21

1

Konzentration von rund 0,5 nmol g .- Die CYP21 Konzentration ist also deutlich

geringer als die der CYP102A1 und CYP106A2 in E. coli.

4.1.2 Charakterisierung der Ganzzellbiotransformation

Da ruhende Zellen eine gezielte Untersuchung der Biotransformation ohne wachstums-
bedingte Einflisse ermdglichen, wurde uUberprift, ob dieser rekombinante Stamm
wachstumsentkoppelt als Biokatalysator eingesetzt werden kann. Anstelle von EMM
Medium wurde KP; Puffer als Reaktionsmedium gewahlt. Tabelle 4.1 vergleicht die

Hydroxylierungsaktivitdt von wachsenden Zellen mit ruhenden Zellen. In beiden Fallen

2 Cytochrome P450 Knowledgebase 2006: http://cpd.ibmh.msk.su/
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wurde eine Aktivitat von rund 0,006 Ugss gWCW'1 erreicht. Ruhende Zellen konnen also als

Biokatalysator eingesetzt werden.

Tabelle 4.1: CYP21 Aktivitat von ruhender und wachsender S. pombe CAD18

Ruhende Zellen Wachsende Zellen

0,0059 Urss Guow " 0,0063 Ugrss Guew |

Ein wichtiger Aspekt beim Einsatz ruhender Zellen, ist die Lagerstabilitdt bereits
induzierter Zellen (vgl. Kapitel 3.1.2). Wie bei der CYP102A1 wurde die Lagerstabilitat als
20 %ige Zellsuspension bei 4 °C untersucht (Abb. 4.3). Bereits nach 7 Tagen sank die
Aktivitat des Biokatalysators auf 50 %, weshalb die Biotransformation innerhalb von drei
Tagen nach der Kultivierung durchgefiihrt werden sollte.

0,010+

0,008-l e

0,006+ S o
0,004 ¢ =~_

0,002- i

. T -1
Aktivitat /U_.. 9.

0,000 . . . r . .
0

Zeit/d

Abbildung 4.3: Lagerstabilitat der S. pombe CAD 18 bei 4 °C als 20 %ige Zellsuspension

Reaktionsbedingungen: T =4 °C, 20 %ige Zellsuspension in 50 mM KP; pH 6
Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L" Biomasse (Feuchtgewicht), 100 uM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst)

Die Kultivierung der Spalthefe erfolgt in der Regel bei einem sauren pH-Wert. Dies muss
nicht unbedingt auf die CYP21 zutreffen, weshalb die pH-Abhangigkeit der Aktivitat zur
Auswahl eines geeigneten Reaktionsmediums untersucht wurde (Abb. 4.4). Von pH 6 —
pH 8 diente KP; Puffer als Reaktionsmedium, bei saureren pH-Werten wurde Kalium-
phthalatpuffer herangezogen. Um etwaige Effekte des Puffersalzes auf die Hydroxy-
lierungsaktivitat auszuschlielen, wurde die Biotransformation bei pH 6 in Gegenwart
beider Puffersalze durchgefuhrt. Da keine signifikanten Aktivitatsunterschiede zu

erkennen waren, scheinen beide Puffer gleich gut fur die Biotransformation geeignet zu
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sein. Die hochste Aktivitat wurde bei pH 7,5 beobachtet, bei dem die Biotransformation

durchgefiihrt werden sollte.

0,0159 o phthalatpufter
T, A Phosphatpuffer
: -
o A A
2 0,010- g A
4 /"_.'_f,
=2 - .o
g ¢t
S 0,005
<
<
e T A
3 4 5 6 7 8

pH /-

Abbildung 4.4: Aktivitat der S. pombe CAD 18 in Abhangigkeit des pH-Werts

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V =25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM Puffer,
2049 L" Biomasse (Feuchtgewicht), 100 uM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst)

Darlber hinaus wurde der Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat und Stabilitdt des
Biokatalysators untersucht. Von 20 bis 35 °C wurde ein exponentieller Anstieg der
Aktivitat beobachtet. Mit einer Aktivitat von rund 0,031 Ugrss gWCW'1 wurde das Maximum bei
40 °C erreicht, bevor destabilisierende Effekte eintraten. Daher wurden die
Stabilitatsuntersuchungen nur von 20 — 40 °C durchgefiihrt. Bei 35 °C und 40 °C wurde
eine Halbwertszeit des Biokatalysators unter 24 Stunden gemessen, die deshalb zu
gering fur eine effiziente Biotransformation Uber einen langeren Zeitraum ist. Ein guter
Kompromiss aus Aktivitat und Stabilitat ist eine Reaktionstemperatur von 30 °C. Die
Aktivitat des Biokatalysators belauft sich auf 0,015 Ugss gwcw'1 bei einer Halbwertszeit von
tber 100 h (4,2 d).
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Abbildung 4.5: Einfluss der Temperatur auf die Aktivitit (links) und Stabilitit (rechts) der
S. pombe CAD 18

Reaktionsbedingungen: Aktivitatsbestimmung: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, 200 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 6, 20 g L™ Biomasse (Feuchtgewicht), 100 yM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH
vorgelost)

Stabilitatsuntersuchungen: 20 % Zellsuspension, 50 mM KP; Puffer pH 6

4.2 Parameterstudien

4.2.1 Sauerstoffversorgung

Durch Berechnungen der maximalen Sauerstofftransferrate (vgl. Kapitel 3.2.1) kann auf
eine mogliche Sauerstofftransportlimitierung geschlossen werden. Liegt die Produkt-
bildungsrate um GroéRenordnungen unterhalb der maximalen OTR, so kann eine
Sauerstofflimitierung ausgeschlossen werden. Selbst unter optimierten Reaktions-
bedingungen belief sich die RSS-Bildungsrate bei dieser Ganzzellbiotransformation auf
maximal 0,05 mM h™ (vgl. Kapitel 4.3) und ist daher um den Faktor 60 geringer als die
maximale OTR (3,14 mM h™"), weshalb eine Sauerstofflimitierung ausgeschlossen werden

konnte und keine experimentelle Uberpriifung erfolgte.

4.2.2 Cofaktorversorgung

Die hefeeigene CPR ermoglicht den Elektronentransport vom NADPH zur P450. Da eine
Vielzahl von Biotransformationen durch unzureichende Cofaktorversorgung limitiert ist
(Wandrey, 2004), wurde die Cofaktorversorgung bei einer Regenerierung Uber den
Stoffwechsel der Spalthefe durch die Quantifizierung der intrazellularen Cofaktor-
konzentration analysiert. Die Bestimmung intrazellularer Metabolite mittels LC-MS/MS in
Kombination mit einer ,schnellen Probenahmetechnik® konnte schon bei verschiedensten
Fermentationsprozessen (van Dam et al., 2002; Yamada et al., 2006; Luo et al., 2007)

und Biotransformationen (Schroer et al., 2009) erfolgreich eingesetzt werden.

- 58 -



CYP21

Durch die Zugabe von -50 °C kaltem Methanol wurden jegliche Stoffwechselvorgange der
Zelle gestoppt (= quenching). Allerdings kann es dabei zu einer Schadigung der
Zellmembran und dem damit verbundenen Verlust (leaking) intrazellularer Metabolite, wie
beispielsweise der Redoxcofaktoren kommen (Wittmann et al., 2004; Magnus et al.,
2006). Daher wurde die Cofaktorkonzentration in der gequenchten Ldsung bei jeder
Messung ebenfalls bestimmt und in die Berechnungen miteinbezogen. Nach dem
Quenching wurden die Zellen durch Zentrifugation vom Uberstand getrennt und mit
Chloroform aufgeschlossen. Nach 3 h Inkubation mit Chloroform wurde die wassrige
Phase filtriert und mittels LC-MS/MS vermessen. Um die cytosolische Cofaktor-
konzentration zu bestimmen, wurde die Menge an Cofaktor berechnet auf 1 g Biomasse
(Feuchtgewicht) durch 0,8 geteilt, da 80 % der Zelle aus Cytosol bestehen (Muttzall,
1993).

Die lonisation im Massenspektrometer wird durch die Hintergrundinformationen (Matrix)
der zu analysierenden Probe, wie beispielsweise Zellreste und Stoffwechselprodukte
beeinflusst, wodurch die Sensitivitat des MS erniedrigt wird. Aufgrund dieses sogenannten
Matrixeffekts, wurde die Quantifizierung der Redoxcofaktoren mit Kalibriergeraden
durchgefiihrt, die die gleiche Matrix (= Zellsuspension) enthalten wie die zu vermessende
Probe. Um die GréRenordnung des Matrixeffekts zu verdeutlichen, zeigt Tabelle 4.2 die
Steigung der Kalibriergeraden fir NADPH in Gegenwart unterschiedlicher Matrices. Die
Steigung der Standardgerade ist in Wasser um den Faktor 15 groRer als in Gegenwart
der biologischen Matrix. Die Werte verdeutlichen, dass das Heranziehen einer
Standardgeraden, die in Wasser vermessen wurde, zur Quantifizierung der
Cofaktorkonzentration in biologischen Proben zu zu geringen Konzentrationen fiihren

wirde.

Tabelle 4.2: Steigung der Kalibriergerade fur NADPH in Abhédngigkeit des Matrix der Probe

Steigung

Kalibriergeraden gemessen in . “
[Flache yM™ NADPH

Wasser 1,5 e°
Matrix (1:5 verdiinnt) 9,6 €°
Matrix (unverdiinnt) 72¢*
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Um eine Vorstellung tber die GréRenordnung des intrazellularen Redoxcofaktorpools der
Spalthefe zu erhalten, wurde die intrazellulare Cofaktorkonzentration der Spalthefe
wahrend der stationaren Wachstumsphase gemessen (Abb. 4.6). Mit einer Konzentration
von rund 200 pmol L7 ist die cytosolische Konzentration von NAD* und NADH am
héchsten. Die Konzentration der phosphorylierten Cofaktoren ist um den Faktor 10
geringer, aul’erdem liegt ein Verhaltnis von 1:1 an oxidierten zu reduzierten Cofaktoren
vor. Ein ahnliches Verhaltnis von oxidierten zu reduzierten Cofaktor wurde auch in
Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Theobald et al., 1997). Cofaktorkonzentrations-
bestimmungen in anderen S. cerevisiae Stammen zeigten einen hoheren Anteil an
oxidierten Cofaktoren (Teusink et al., 2000; Visser et al., 2004), wobei nur die
nichtphosphorylierten Cofaktoren in die Berechnung miteinbezogen wurden. Die im
Rahmen dieser Arbeit in Spalthefe gemessenen absoluten Werte an NADH von rund
200 pmol L™ sind vergleichbar mit denen in S. cerevisiae, die NAD" Werte sind allerdings
um den Faktor 5 — 9 geringer. In der Literatur sind darlber hinaus keine Werte zur
Konzentration phosphorylierter Cofaktoren in Hefen bekannt, die einen Vergleich zu den

hier gemessenen Werten zulassen wiirden.

1
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o
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Cytosol. Konz. /umol L

NAD® NADH NADP" NADPH

Abbildung 4.6: Cytosolische Redoxcofaktorkonzentration von S. pombe CAD18 wenn
stationar gewachsen

Reaktionsbedingungen: 1,5 g Biomasse (Feuchtgewicht), Quenching: 2,5 mL - 50 °C 60 vol%
MeOH, Zellaufschluss: 1 mL MeOH, 1 mL TE Puffer, 2 mL Chloroform, - 20 °C

Zur Messung der Cofaktorkonzentration wahrend der Biotransformation wurden nur die
phosphorylierten Cofaktoren herangezogen, da die CPR der S. pombe, die die Elektronen
fur die Steroidhydroxylierung zur Verfliigung stellt, nur NADPH als Reduktionsaquivalent
akzeptiert (Miles, 1992). Abbildung 4.7 zeigt den Cofaktorkonzentrationsverlauf und die
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Produktbildung in Gegenwart von 80 g L Glucose als Substrat fiir die Cofaktor-
regenerierung uber den zellularen Stoffwechsel. Um zu gewahrleisten, dass die Cofaktor-
konzentration stets oberhalb der Sensitivitatsgrenze des MS liegt, musste die Biotrans-
formation in Gegenwart einer hohen Biokatalysatorkonzentration von 400 g L
durchgefuhrt werden. Im Lauf der Reaktion sank die NADPH Konzentration, wahrend die
NADP* Konzentration zunahm. In Abwesenheit von Substrat und Glucose kam es
hingegen zu keiner signifikanten Anderung des Cofaktorpools. Die Beobachtungen
konnten also auf die Steroidhydroxylierungsreaktion zurtickgefuhrt werden. Nach 22 h
wurde vollstandiger Umsatz an 17a-OH-Progesteron erreicht und 10 umol L' NADPH und
42 pymol L' NADP" lagen im Cytosol vor. Da gegen Ende der Reaktion noch reduzierter
Cofaktor in der Zelle nachweisbar war, wurde davon ausgegangen, dass der Cofaktor
vermutlich nicht die Biotransformation limitiert. Allerdings kann mit der angewandten
Messmethode nur die durchschnittliche Gesamtcofaktorkonzentration gemessen werden,
die keinen Aufschluss Uber die Verteilung des Cofaktors zwischen dem Cytosol und den
Zellkompartimenten gibt. So kdnnte es sein, dass das so detektierte NADPH in den
Kompartimenten lokalisiert ist, wo es fur die CYP21 nicht zuganglich ist oder die
Konzentration im Cytosol zu gering ist und eine kinetische Limitierung kénnte vorliegen.
Da der Ky-Wert der Spalthefe-eigenen CPR flir NADPH nicht bekannt ist, kénnen hierzu

keine Aussagen gemacht werden.
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Abbildung 4.7: Cytosolische Cofaktorkonzentration wahrend der CYP21 katalysierten
Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron

Reaktionsbedingungen Biotransformation: 250 mL Schittelkolben, T = 30 °C, 200 rpm, V = 25 mL,
50 mM KP; pH 7,5, 250 uM 17a-Prog, 5 vol% MeOH, 400 g L™ Biomasse

Quenching: 2,5 mL — 50 °C 60 vol% MeOH, Zellaufschluss: 1 mL MeOH, 1 mL TE Puffer,
2 mL Chloroform, - 20°C
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Um auszuschlieBen, dass die Steroidhydroxylierung durch unzureichende
Cofaktorversorgung limitiert ist, wurde der Einfluss der Cofaktorregenerierung tber den
Stoffwechsel bestimmt, indem der Einfluss der Glucose auf die Produktbildung untersucht
wurde (Abb. 4.8). Innerhalb der ersten vier Stunden war die Produktbildungsrate gleich,
anschlieend sank in Abwesenheit von Glucose die Produktbildungsrate. Wahrscheinlich
ist das in der Zelle vorliegende NADPH komplett zu NADP* oxidiert geworden und die
Hydroxylierungsreaktion kommt zum Erliegen. In Gegenwart von Glucose kann NADP®
wieder zu NADPH reduziert werden, was die Reaktion weiter antreibt. Da bei einer
Regenerierung des Cofaktors Uber den Stoffwechsel keine erhdhte Anfangsreaktions-
geschwindigkeit verzeichnet wurde, kann eine Limitierung 2zu Beginn der
Biotransformation durch unzureichende Cofaktorversorgung ausgeschlossen werden. Die
Bereitstellung der Elektronen ist also nicht der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der

Steroidhydroxylierung.

10014 o

1A KP +Glucose A -k
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Abbildung 4.8: Einfluss von Glucose auf die Produktbildung bei der CYP21 katalysierten
Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L™ Biomasse (Feuchtgewicht), 1 mM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst),
40 gL Glucose

Konz. RSS /uM

4.2.3 Substratloslichkeit

Steroide sind aufgrund ihrer Hydrophobizitat in Wasser kaum l6slich. So betragt die
Loslichkeit des verwendeten Substrats 17a-OH-Progesteron bei 30 °C nur 10 pM.
Deshalb wurde das Substrat bei den Biotransformationen in héheren Konzentrationen als
Suspension eingesetzt (= Zweiphasensystem). Um eine mdglichst homogene Verteilung

des ausgefallenen Substrats im Reaktionsmedium erreichen zu kénnen, wurde das
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Substrat in einem organischen Lésungsmittel vorgelést und anschlieRend schnell in das
Reaktionsmedium pipettiert. Dabei fallt das Substrat in Form sehr kleiner Kristalle aus, die
sich gut im Medium verteilen kénnen und keine Stofftransportlimitierung auftritt (Schmitz
et al., 2000). Da das ausgefallene Substrat Auswirkungen auf die Aktivitat des
Biokatalysators haben kann, wurde der Einfluss der Substratkonzentration auf die Aktivitat
des Biokatalysators untersucht (Abb. 4.9). Die maximale Aktivitdt wurde bei einer
Substratkonzentration von 0,2 mM beobachtet. In Gegenwart  hdéherer
Substratkonzentrationen nahm die Hydroxylierungsaktivitdt wieder ab. Das ungeldste

Substrat inhibiert also bei Konzentrationen grofier 0,2 mM die Ganzzellbiotransformation.
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Abbildung 4.9: Einfluss der Konzentration an 17a-Hydroxyprogesteron auf die Aktivitat der
S. pombe CAD 18

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V =25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L Biomasse (Feuchtgewicht), 1 vol% EtOH

Durch die Zugabe von Ldésungsvermittlern kann die Loéslichkeit des Substrats erhoht
werden. Zu diesem Zweck kénnen sowohl organische Lésungsmittel als auch ionische
Flissigkeiten eingesetzt werden. Abbildung 4.10 zeigt den Einfluss verschiedener
Cosolventien in Konzentrationen von 1 — 20 vol% auf die Loslichkeit des 17a-OH-
Progesteron. Die geringste Loslichkeitsverbesserung zeigten die ionische Flussigkeit
1-Ethyl-3-methylimidazoliumdiethylphosphat (EMIM Et,PO,) und Tetrahydrofuran.
2-Propanol hingegen erhohte die Loslichkeit des 17a-OH-Progesteron am deutlichsten, da

in Gegenwart von 20 vol% 2-Propanol sogar 160 uM 17a-OH-Progesteron I6slich sind.
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Abbildung 4.10: Loslichkeit von 17a-Hydroxyprogesteron in Gegenwart verschiedener
Cosolventien

Reaktionsbedingungen: V = 1 mL, H,O + jeweils 1, 2, 5, 10, 20 vol% Cosolvent (Balken von links
nach rechts) gesattigt mit 17a-Prog, T = 30 °C

Methanol (MeOH), Ethanol (EtOH), 2-Propanol (2-PrOH), Tetrahydrofuran (THF), 1-Ethyl-3-
methylimidazoliumdiethylphosphat (EMIM  Et,PO,) 1-Ethyl-3-methylimidazolium-2(2-methoxy-
ethoxy)ethylsulfat (EMIM MDEGSO,) Polyethylenglycol 400 (PEG 400),
Triethylenglykoldimethylether (Triglyme), Triethylenglykol (TEG)

Allerdings kann die Zugabe des Cosolvens negative Auswirkungen auf den
Ganzzellbiokatalysator haben (siehe Kapitel 1.3.2). Aus diesem Grinden wurde der
Einfluss der Lodsungsvermittler in einer Konzentration von 10 vol% auf die
Hydroxylierungsaktivitat des Biokatalysators bestimmt (Abb. 4.11). Im Vergleich zu reinem
Puffer war die Aktivitat in Gegenwart aller Cosolventien geringer. Wurde Tetrahydrofuran
als Losungsvermittler eingesetzt, so wurde keine Steroidhydroxylierung detektiert.
2-Propanol, welches die besten I6sungsvermittelnden Eigenschaften zeigt, verringerte die
Aktivitat des Biokatalysators um 90 %. Die hochste Aktivitat mit rund 60 % des Werts in
reinem Puffer wurde in Gegenwart von Methanol und Polyethylenglykol 400 beobachtet.
Die Verwendung von Methanol ist wegen einfacherer Produktaufarbeitung im Vergleich zu
PEG 400 vorteilhaft. Daher wurde der Einfluss von geringen Methanolkonzentrationen auf
den Biokatalysator untersucht (Abb. 4.12). Eine leichte Aktivitatssteigerung im Vergleich
zu Puffer konnte beobachtet werden, wobei das Aktivititsmaximum in Gegenwart von
2,5 - 5 vol% Methanol gemessen wurde. 5 vol% sollten als Cosolvent bei der CYP21

katalysierten Hydroxylierung eingesetzt werden.
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Abbildung 4.11: Einfluss von 10 vol% Cosolvent auf die Aktivitat der S. pombe CAD 18

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 10 vol% Cosolvent, 20 g L™ Biomasse (Feuchtgewicht), 100 yM 17a-Prog (in 1 vol%

EtOH vorgel6st)
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Abbildung 4.12: Einfluss von Methanol auf die Aktivitat der S. pombe CAD18

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L Biomasse (Feuchtgewicht), 100 uM 17a-Prog (in 1 vol% EtOH vorgelést)
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Als Alternative zu Cosolventien wurden drei verschiedene Cyclodextrine auf ihre
I6slichkeitsverbessernde Wirkung untersucht (Abb. 4.13). Cyclodextrine sind zyklische
Kohlenhydratverbindungen, die in ihrem Inneren hydrophobe Substanzen binden und so
die Loslichkeit hydrophober Verbindungen erhéhen kénnen (Hesselink et al., 1989). In
Gegenwart von 100 mM der y-Cyclodextrine, stieg die Loslichkeit des 17a-OH-
Progesteron sogar in den Millimolaren Bereich. Allerdings toleriert der Biokatalysator nur
sehr geringe Mengen der Cyclodextrine. Bereits in Gegenwart von 10 mM y-Cyclodextrin
bzw. 2-Hydroxypropyl-y-cyclodextrin betrug die Aktivitdt nur noch 40 % bzw. 23 % der
Aktivitat im Vergleich zu reinem Puffer. In Gegenwart von a-Cyclodextrin, das die
geringste I6slichkeitsverbessernde Wirkung zeigte, war die Aktivitat in etwa genauso hoch
wie in reinem Puffer. Der Biokatalysator zeigt also, genauso wie gegenlber Cosolventien,

nur eine geringe Toleranz gegeniber Cyclodextrinen.

0,015+

6 I --Cyclodextrin - [_IKP-Puffer
[ y-Cyclodedxtrin T = I o-Cyclodextrin
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Abbildung 4.13: Einfluss verschiedener Cyclodextrine (0, 5, 10, 20, 50 & 100 mM) auf die
Loslichkeit des 17a-OH-Progesterons (links) bzw. auf die Aktivitidt (rechts) der S. pombe

CAD 18

Reaktionsbedingungen: Léslichkeitsuntersuchungen: V = 1 mL, H,O + Cyclodextrin mit 17a-Prog
gesattigt, T =30 °C

Aktivitatsbestimmungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, V = 25 mL, T = 30 °C, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 10 (50) mM Cyclodextrin, 20 g L™ Biomasse (Feuchtgewicht), 100 pM 17a-Prog (in 1

vol% EtOH vorgel6st)
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4.2.4 Substrattransport in die Zelle

Neben der Substratldslichkeit kann auch der Substrattransport Gber die Membran die
Ganzzellbiotransformation limitieren. Steroide werden nicht aktiv in die Zelle transportiert
sondern diffundieren Uber die Zellmembran (Mendel, 1989). Die Diffusionsgeschwindigkeit
ist dabei von der Substratkonzentration im Reaktionsmedium und der Starke der
Membran abhangig. Um die Diffusion des Substrats zu verbessern, kann die Substrat-
konzentration im Reaktionsmedium erhoht werden. Im Fall der CYP21 katalysierten
Steroidhydroxylierung ist die Substratkonzentration im Reaktionsmedium durch dessen
Loslichkeit limitiert. DarUber hinaus kann die Durchlassigkeit der Membran durch
Permeabilisieren erhoht werden. Dazu wurden die Zellen entweder mit bestimmten
Detergenzien oder Losungsmittel behandelt oder eingefroren. Da durch das
Permeabilisieren niedermolekulare Substanzen wie beispielsweise die Redoxcofaktoren
aus der Zelle austreten konnen, wurde dem Reaktionsmedium Redoxcofaktor zugegeben.
Abbildung 4.14 vergleicht die Aktivitdt von permeabilisierten mit intakten Zellen. Die
Permeabilisierung mit CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) und mit flissigem
Stickstoff fihrte zu einem kompletten Aktivitatsverlust. Die Behandlung der Zellen mit
Tween 80 resultierte in einer Steigerung der Aktivitdt um 50 %, was die Eignung dieses
Detergenzes zum Permeabilisieren der Spalthefe verdeutlicht. Darlber hinaus zeigt die
Aktivitatssteigerung, dass der Substrattransport in die Zelle die Ganzzellbiotransformation

limitiert.
0,010+
0,008-.
0,006-.

0,004+

. T -1
Aktivitat /U .. g,

0,002+

0,000-

ganze Triton Tween
Zellen X 100 80 CTAB LN,

Abbildung 4.14: Aktivitdt ganzer und permeabilisierter S. pombe CAD18

Reaktionsbedingungen: 250 mL Erlenmeyerkolben, T = 30 °C, V = 25 mL, 200 rpm, 50 mM KP;
Puffer pH 6, 20 g L’ (permeabilisierte) Biomasse (Feuchtgewicht), 100 uM 17a-Prog (in 1 vol %
EtOH vorgelést), 1,1 mM NADPH

CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid), LN, (Flissiger Stickstoff)
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4.3 Satzreaktor (Batch) unter optimierten Bedingungen

Durch die zuvor gewonnenen Erkenntnisse wurde die Biotransformation unter optimierten
Bedingungen, in Gegenwart von 5 vol% Methanol als Cosolvent und mit durch Tween 80
permeabilisierte Zellen durchgefuhrt. Um die Erniedrigung der Cofaktorkonzentration
durch die Permeabilisierung zu kompensieren, wurde die Biotransformation in Gegenwart
einer hohen Biokatalysatorkonzentration von 360 g L™ durchgefiihrt. Zur effizienten
Cofaktorregenerierung (iber den Stoffwechsel der Spalthefe wurden 80 g L™ Glucose
zugegeben und durch die Zugabe von 17a-OH-Progesteron in einer Endkonzentration von
250 yM die Reaktion gestartet. Abbildung 4.15 veranschaulicht den Reaktionsverlauf des
Satzreaktors unter optimierten Bedingungen. Binnen 10 Stunden wurden 90 % des
Substrats zum gewunschten Produkt 11-Desoxycortisol hydroxyliert. Dabei wurde eine
Produktivitait von 0,54 mM d’' bzw. 18 mg L' d" erreicht. Dies entspricht einer
Verdopplung im Vergleich zum bisher beschriebenen Prozess (Dragan et al., 2006a).
Darlber hinaus wurde mit Hilfe des Schatzwerts der CYP21 Konzentration in S. pombe
CAD18 (Dragan et al., 2006a) die TTN berechnet. Mit einem Wert von 1 250 liegt sie in
einer ahnlichen GréRRenordnung wie die anderen untersuchten P450 Enzyme (vgl. Kapitel

3.3 und 5.5). Tabelle 4.3 fasst die Kennzahlen des Satzreaktors zusammen.
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Abbildung 4.15: Satzreaktor zur Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron mit S. pombe
CAD18 unter optimierten Bedingungen

Reaktionsbedingungen: 250 mL Schiuttelkolben, T = 30 °C, V = 25 mL, 200 rpm, 50 mM KPi pH
7.5, 250 uM 170a-Prog, 5 vol% MeOH, 360 g L™ mit Tween 80 permeabilisierte Biomasse
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Tabelle 4.3: Kennzahlen des Satzreaktors zur Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron

Umsatz 90 %
Ausbeute?® 1,95 mg
Produktivitat 18 mg L' d’
0,54 mMd”
TTN P450 1250

a: berechnet

4.4 Zusammenfassung

Der Einfluss verschiedener Parameter auf die CYP21 Aktivitat der S. pombe CAD 18
wurde ermittelt:

— Eine Sauerstofflimitierung der Biotransformation konnte aufgrund theoretischer
Uberlegungen unter den gegebenen Bedingungen ausgeschlossen werden.

— Erstmals konnte die intrazellulare Cofaktorkonzentration von  Schizo-
saccharomyces pombe und wahrend einer P450 katalysierten Biotransformation
mittels LC-MS/MS bestimmt werden. Die Verstoffwechselung von Glucose Uber
den Metabolismus der Spalthefe stellt eine ausreichende Versorgung an NADPH
sicher.

— Die Lédslichkeit des Substrats 17a-OH-Progesteron in Wasser ist sehr gering
(=10 pM). Durch die Zugabe eines Wasser-mischbaren Cosolvents konnte die
Substratléslichkeit zwar gesteigert werden, allerdings nahm die Aktivitat des
Biokatalysators in Gegenwart von 10 vol% Cosolvents bereits drastisch ab. Die
geringsten Aktivitatsverluste wurden in Gegenwart von Methanol beobachtet, dass
bei einer Zugabe von 5 vol% sogar zu einer leichten Aktivitatssteigerung fuhrt.

— Eine Limitierung der Ganzzellbiotransformation durch den Substrattransport in die
Zelle wurde festgestellt. Durch Permeabilisieren mit Hilfe des Detergenzes Tween
80 konnte die Substrattransportlimitierung Gber die Membran tGberwunden werden

und die Aktivitat um 50 % gesteigert werden.

Durch die Optimierung der Prozessparameter konnte die Produktivitdt der Biotrans-

formation im Satzreaktor von 250 uM d™' auf 540 uM d”' verdoppelt werden.
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5 CYP106A2 aus Bacillus megaterium

OH

o)
Progesteron ,\ 15B-Hydroxy-
(Prog) ' ~N progesteron
)&, YP 106AZ (15B-Prog)

NADPH + H*

Aceton 2-Propanol

Abbildung 5.1: Schema des Ganzzellbiokatalysators zur CYP106A2 katalysierten Steroid-
hydroxylierung in Position 153

Die CYP106A2 aus B. megaterium ist eine der wenigen bekannten bakteriellen Steroid-
hydroxylasen und wurde erstmals 1975 beschrieben (Berg et al., 1975). Dieses Enzym
hydroxyliert 3-Keto-4-ensteroide hauptsachlich in Position 158 (Berg et al., 1975),
weshalb die CYP106A2 auch als 15B3-Hydroxylase bezeichnet wird. Neben der Oxidation
in Position 63 (Berg et al., 1976) ist ebenfalls die Hydroxylierung in Position 9a und 11a
beschrieben (Lisurek et al., 2004). In Tabelle 5.1 sind bisher identifizierte Substrate und
Produkte der CYP106A2 zusammengefasst. Darunter befinden sich auch zwei nicht
steroidale Substrate, Anilin und Betulinsdure. Betulinsdure weist aufgrund ihrer
pentazyklischen Triterpenstruktur eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zu Steroiden auf.
Chatterjee et al. (2000) konnten zeigen, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit die CYP106A2
fur die Metabolisierung der Betulinsaure in B. megaterium verantwortlich ist. Die
Hydroxylierung von Anilin wurde im Rahmen von Studien zu potentiellen Substraten
identifiziert (Berg et al., 1981).
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Tabelle 5.1 Bisher in der Literatur beschriebene Substrate und Produkte der CYP106A2

Substrat

Produkt(e)

Quelle

Progesteron

15B-Hydroxyprogesteron
11a-Hydroxyprogesteron
9a-Hydroxyprogesteron
6B-Hydroxyprogesteron

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

11-Desoxycorticosteron

15B-Hydroxy-11-
desoxycorticosteron

(Berg et al., 1976)

Testosteron

15B-Hydroxytestosteron
6B-Hydroxytestosteron

(Berg et al., 1976)

11-Desoxycortisol (RSS)

15B-Hydroxy-11-
desoxycortisol

(Berg et al., 1976)

17a-Hydroxprogesteron

15B-17a-
Dihydroxyprogesteron

(Berg et al., 1976)

Corticosteron

15B-Hydroxycorticosteron

(Berg et al., 1976)

Androstendion

15B-
Hydroxyandrostendion

(Berg et al., 1976)

6-Fluor-16-methyl-11-

6-Fluor-15B-hydroxy-16-

(Rauschenbach et al.,

: methyl-11- 1993)
deoxycorticosteron .
desoxycorticosteron
Anilin p-Aminophenol (Berg et al., 1981)

Betulinsaure

(Chatterjee et al., 2000)

Die CYP106A2 bendtigt zur Steroidhydroxylierung die Reduktase CPR und das Eisen-
Schwefel Protein CPx, wobei das Enzym bereits mit unterschiedlichen Redoxpartnern
erfolgreich zur Hydroxylierung eingesetzt worden ist. Neben bovinem Adrenodoxin (AdX)
und Adrenodoxin Reduktase (AdR) (Berg et al., 1979; Simgen, 2000), wurden
Putidareduktase und Puditaredoxin aus Pseudomonas putida (Agematu et al., 2006),
Ferredoxin und Ferredoxin Reduktase aus Anabaena PCC 7119 (Lisurek et al., 2004) und
ein Ferredoxin aus Bacillus subtilis (Ruijssenaars et al., 2007) fir CYP106A2 katalysierte
CYP106A2 in
Pseudomonas putida (Ruijssenaars et al., 2007) und E. coli bekannt (Hannemann et al.,
2006). Die héchste Produktivitat wurde bisher mit einem Wert von 0,3 g L™ d”' bei der
Hydroxylierung von DOC bei einer Expression der CYP106A2 in Kombination mit

Reaktionen verwendet. Dariliber hinaus ist die Expression der

Adrenodoxin und Adrenodoxin Reduktase in E. coli erreicht (Hannemann et al., 2006).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde zusatzlich eine enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung
durch Expression der LbADH implementiert und die Hydroxylierung von Progesteron

(Prog) und Testosteron (Tes) eingehend untersucht.
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5.1 Charakterisierung des Ganzzellbiokatalysators

Das Institut fiir Biochemie an der Universitat des Saarlandes stellte neben einem Plasmid,
das die CYP106A2 kodiert, ein Plasmid zur Verfigung, dass neben den Genen der
Elektronentransferkomponenten auch das Gen der LbADH tragt. Die Plasmide wurden
mittels Hitzeschockmethode nacheinander in kompetente E. coli eingebracht (Hanahan,
1983). Zur Langzeitkultivierung wurden die rekombinanten Stamme als Glycerinkultur bei
-80 °C gelagert, die als Ausgangspunkt der weiteren Kultivierung diente. Die Bestimmung
der Enzymaktivitat erfolgte durch die zeitabhangige Verfolgung der Produktbildungsrate
mittels HPLC. Da eine reproduzierbare Probenahme aufgrund der inhomogenen
Verteilung des Substrats und des Produkts aus einem gro3en Reaktionsansatz im
Schuittelkolben bei der Ganzzellbiotransformation nicht mdglich war, wurde die
Biotransformation in Eppendorf-Reaktionsgefallen durchgefihrt und pro
Probenahmepunkt komplett aufgearbeitet. Es wird vermutet, dass die Steroide an der

lipophilen Membran des E. coli adsorbieren.

5.1.1 Kultivierung des Biokatalysators

Ahnlich wie der rekombinante E. coli, der die CYP102A1 exprimiert (vgl. Kapitel 3.1.1),
wurde der hier verwendete rekombinante Organismus in TB Medium mit Glycerin als
C-Quelle bei 30 °C kultiviert. Abbildung 5.2 zeigt das Wachstumsverhalten des
rekombinanten Organismus und die 15B-Hydroxylierungsaktivitdt in Abhangigkeit der
Kultivierungsdauer. Bereits nach 3 Stunden begann die etwa 9 Stunden andauernde
exponentielle Wachstumsphase der Zellen, zu deren Ende eine maximale ODgg von 22
erreicht wurde. Die Hydroxylierungsaktivitat war nicht wahrend des exponentiellen
Wachstums am hochsten, sondern erreichte ihr Maximum in der stationaren Phase nach
rund 48 h Kultivierungsdauer. Da bei langerer Kultivierung die Aktivitat wieder abnahm,

sollte die Kultivierung des E. coli Stammes maximal 48 h betragen.
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Abbildung 5.2: Wachstum und Aktivitat des E. coli Stammes mit CYP106A2 in Abhangigkeit
der Kultivierungsdauer

Reaktionsbedingungen: Kultivierung: 1 L Erlenmeyerkolben, V = 200 mL, T = 30 °C, 200 rpm,
TB Medium, mit 0,5 mM IPTG induziert

Aktivitatsbestimmungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalie, V = 500 yL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 8, 100 uM Prog (in 400 mM 2-Propanol vorgelost), 6 g L' Biomasse
(Feuchtgewicht)

Um eine hohe Proteinexpression zu erreichen, wurde der Einfluss der Konzentration des
Induktors IPTG wahrend der Kultivierung des Organismus auf die Aktivitdt des
Biokatalysators ermittelt (Abb. 5.3). Die maximale Hydroxylierungsaktivitat lag mit
1,5 U1sp-prog gW.:W'1 bei einer Induktorkonzentration von 0,75 mM IPTG. Dartber hinaus
wurde untersucht, ob sich die Zugabe der Hamvorstufe 5-Aminolevulinsaure (5-ALA)
wahrend der Kultivierung des E. coli Stammes positiv auf die Aktivitat auswirkt. Eine
Erhéhung der Aktivitat wie bei der Expression der CYP102A1 (vgl. Kapitel 3.1) konnte
aber nicht festgestellt werden. Die Zugabe von 5-ALA hat also wahrscheinlich keinen

Einfluss auf die Expression der CYP106A2.
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Abbildung 5.3: Einfluss der IPTG Konzentration auf die Hydroxylierungsaktivitat des E. coli
Stammes mit CYP106A2

Reaktionsbedingungen: Kultivierung: 1 L Erlenmeyerkolben, V = 200 mL, T = 30 °C, 200 rpm,
TB Medium,

Aktivitdtsbestimmungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalle, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 8, 100 uM Prog (in 400 mM 2-Propanol vorgelost), 6 g L' Biomasse
(Feuchtgewicht)

Mittels CO-Differenzspektroskopie (vgl. Kapitel 3.1) wurde die Menge an CYP106A2 in
den Zellen bestimmt. Unter optimierten Bedingungen wurde das Enzym in
Konzentrationen von 19 nmol pro Gramm Biomasse exprimiert. Das Expressionslevel ist
um mehr als Faktor 2 geringer als die Expression der CYP102A1 (vgl. Kapitel 3.1). Die
geringere Expression liegt héchstwahrscheinlich daran, dass das Gen des Enzyms auf
einem Jow-copy Plasmid kodiert ist, das nur in einer geringen Anzahl in der Zelle vorliegt.
Da beim ,Ablesevorgang® der DNA im Gegensatz zu high-copy Plasmiden weniger

Kopien des Gens vorhanden sind, ist letztendlich auch die Genexpression geringer.

Um eine moglichst hohe 15B-Hydroxylierungsaktivitat wahrend der Biotransformation
gewahrleisten zu kénnen, sollte die Kultivierung des rekombinanten E. coli Stammes in
TB Medium etwa 48 Stunden betragen und mit 0,75 mM IPTG bei einer OD von 0,3 und

bei 30 °C induziert werden.
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5.1.2 Charakterisierung der Ganzzellbiotransformation

Neben wachsenden Zellen, kann die Biotransformation auch wachstumsentkoppelt mit
ruhenden Zellen durchgefiihrt werden. Abbildung 5.4 vergleicht die Hydroxylierung von
Testosteron und Progesteron von wachsenden und ruhenden Zellen. Wurden wachsende
Zellen als Biokatalysator eingesetzt, so wurde die Bildung von zwei Nebenprodukten (NP)
bei Progesteron und einem Nebenprodukt bei Testosteron als Substrat beobachtet.
Anhand von kommerziell erhaltlichen Referenzsubstanzen wurde versucht, die
auftretenden Nebenprodukte durch einen Vergleich der Retentionszeiten in der HPLC mit
entsprechenden Referenzsubstanzen zu identifizieren. Konnte bei mehreren Analysen mit
geanderter Laufmittelzusammensetzung immer die gleiche Retentionszeit von
Nebenprodukt und Referenzsubstanz festgestellt werden, so wurde die Probe mit der
Referenzsubstanz versetzt und erneut mit der HPLC analysiert. Wurde ein eindeutiger,
symmetrischer Peak fur das Nebenprodukt-Referenzsubstanzgemisch identifiziert, so
wurde angenommen, dass es sich bei diesem Nebenprodukt héchstwahrscheinlich um die
besagte Substanz handelt. Zu einer sicheren ldentifizierung der Verbindungen waren
NMR-Experimente nétig, auf die vor allem wegen der Schwierigkeit die Nebenprodukte in
ausreichender Menge und Reinheit zu isolieren verzichtet wurde. Mit Hilfe von
Referenzsubstanzen konnten die bei der Hydroxylierung von Progesteron auftretenden
Nebenprodukte 11a-OH-Progesteron und 6B-OH-Progesteron wahrscheinlich identifiziert
werden. Das Auftreten dieser Nebenprodukte bei der CYP106A2 Kkatalysierten
Hydroxylierung von Progesteron ist bereits in der Literatur beschrieben (Berg et al., 1976;
Lisurek et al., 2004). Auffallig ist aber, dass nicht die Bildung des 15B-OH-Progesteron
Uberwog, sondern das Regioisomer 11a-OH-Progesteron, dessen Anteil nach 30 h etwa
62 % betrug. Das Nebenprodukt, das bei der Hydroxylierung von Testosteron gebildet
wurde, konnte nicht identifiziert werden, da die entsprechende Referenzsubstanz nicht zur
Verfugung stand. Es konnte allerdings ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem
Nebenprodukt um 6B-OH-Testosteron handelt, dessen Bildung bereits bekannt ist (Berg
et al., 1976; Ruijssenaars et al., 2007), da die Retentionszeit des 63-OH-Testosteron nicht
mit der Retentionszeit des Nebenprodukts Ubereinstimmte. Dies trift genauso auf
11a-OH-Testosteron zu. Vermutlich handelt es sich bei dieser Substanz dennoch um ein

hydroxyliertes Testosteronderivat, wie bei der Hydroxylierung von Progesteron.

Interessanterweise konnte die Nebenproduktbildung unter den gegebenen Bedingungen
bei Verwendung ruhender Zellen sowohl fir die Umsetzung von Progesteron als auch
Testosteron komplett unterdriickt werden. Kontrollexperimente mit dem Wildtypstamm

und einem rekombinanten E. coli der nur die LbADH exprimiert, zeigten keine Umsetzung
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von Progesteron und Testosteron. Dadurch konnte die Nebenproduktbildung eindeutig auf
das P450 Reaktionssystem zurtickgeflihrt werden. Aufgrund der verbesserten Selektivitat

sind ruhende Zellen als Biokatalysator vorzuziehen.
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Abbildung 5.4: Hydroxylierung von Progesteron (oben) und Testosteron (unten) durch
ruhende (links) und wachsende (rechts) E. coli Zellen mit CYP106A2

Aufgrund des Fehlens von Kalibriergeraden wird die Flache der Peaks bezogen auf die Peakflache
des IS angegeben.

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefale, V = 500 yL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 8/TB-Medium, 250 pM Prog/Tes (in 400 mM 2-Propanol vorgel6st),
20 g L' Biomasse (Feuchtgewicht)

Die Lagerung bereits induzierter Zellen ohne Aktivitatsverluste vereinfacht den
experimentellen Aufwand, da die Biotransformation nicht unmittelbar nach der Kultivierung
der Zellen durchgefuhrt werden muss. Zusatzlich kann die Kultivierung auch im grof3eren
Malstab durchgefuhrt werden, um die Biokatalysatorversorgung fur die Biotrans-
formationen, die in einem langeren Zeitraum durchgefuhrt werden, sicherzustellen.
Abbildung 5.5 zeigt die Aktivitat des Biokatalysators Uber einen Zeitraum von 20 Tagen

bei Lagerung als 20 %ige Zellsuspension bei 4 °C. Im Gegensatz zur Lagerstabilitat der
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rekombinanten Spalthefe und des rekombinanten E. colis, der die CYP102A1 exprimiert
(vgl. Kapitel 3.1.2 und 4.1.2), stieg die Aktivitat iber den gesamten untersuchten Zeitraum
von 20 Tagen. Die Aktivitatssteigerung konnte ihre Ursache in einer Substrattransport-
limitierung Uber die Zellmembran haben. Im Laufe der Lagerung koénnte die Membran
I16¢chrig werden, wodurch die Durchlassigkeit fur lipophile Substanzen, wie Steroide, steigt
und es kommt zu einer Aktivitatssteigerung. Um dies zu belegen, sind allerdings weitere

Untersuchungen nétig, die an anderer Stelle erlautert werden (vgl. Kapitel 5.2.2).
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Abbildung 5.5: Lagerstabilitit des E. coli Stammes mit CYP106A2 bei 4 °C als 20 %ige
Zellsuspension

Reaktionsbedingungen: Lagerung: 50 mM KP; Puffer pH 8, 20 % Biomasse (Feuchtgewicht),
T=4°C

Aktivitdtsbestimmungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalie, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer pH 8, 100 uM Prog (in 25 mM 2-Propanol vorgeldst), 6 g L' Biomasse
(Feuchtgewicht)

Die Untersuchungen zum Einfluss der Temperatur auf die Aktivitdt und Stabilitdt des
Biokatalysators zeigen ahnliche Ergebnisse. Bei den Stabilitdtsuntersuchungen bei
unterschiedlichen Temperaturen konnte die Halbwertszeit nicht bestimmt werden, da kein
exponentieller Abfall der Aktivitdt Gber den Untersuchungszeitraum beobachtet wurde.
Abbildung 5.6 zeigt exemplarisch den Aktivitdtsverlauf des Biokatalysators Uber einen
Zeitraum von 5 Tagen bei einer Lagerung von 35 °C. In den ersten beiden Tagen wurde
ein Anstieg der Aktivitat verzeichnet, bis diese ein Maximum von 1,28 Uisg.prog gWCW'1
erreichte. AnschlieRend nahm die Aktivitat wieder ab und ist nach 4 Tagen wieder auf den
urspringlichen Wert zuriickgegangen. Diese Beobachtungen kénnten ebenfalls durch
eine Substrattransportlimitierung erklart werden. Zu Beginn der Lagerung wirde die

Hydroxylierungsaktivitdt aufgrund einer Steigerung der Membrandurchlassigkeit
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zunehmen, solange bis die Destabilisierung des Biokatalysators zum Tragen kommt. Zu
diesem Zeitpunkt ware nicht mehr die Diffusion des Substrats tGber die Membran der

reaktionslimitierende Schritt, sondern die eigentliche Hydroxylierungsreaktion.

Die Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators stieg exponentiell Uber den gesamten
untersuchten Bereich von 20 — 50 °C und die maximale Aktivitat wurde mit einem Wert
1,2 U1sp-prog gwcw'1 bei 50 °C erreicht. Da auch der exponentielle Aktivitatsanstieg bis 50 °C
héchstwahrscheinlich auf eine Substrattransportlimitierung zurlickzufihren ist, wurde die

Biotransformation im Rahmen der weiteren Untersuchungen bei 30 °C durchgefuhrt.
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Abbildung 5.6: Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat (links) des E. coli Stammes mit
CYP106A2 und dessen Stabilitit bei 35 °C (rechts)

Reaktionsbedingungen: Aktivitatsbestimmungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefale, V = 500 uL,
1000 rpm, 50 mM KP; Puffer pH 8, 100 uM Prog (in 25 mM 2-Propanol vorgelést), 6 g L Biomasse
(Feuchtgewicht)

Stabilitdtsuntersuchungen: 50 mM KP; Puffer pH 8, 20 %ige Zellsuspension

Zusatzlich wurde der Einfluss des pH-Werts auf die Aktivitdt des Ganzzellbiokatalysators
im Bereich pH 6 — 9 bestimmt (Abb. 5.7). Da die Pufferkapazitat des Kaliumhydrogen-
phosphatpuffers nur bis pH 8 reicht, wurde fir den basischen Bereich der Puffer
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-HCI) eingesetzt. Um einen mdglichen Einfluss der
Puffersalze festzustellen, wurde die Biotransformation bei pH 8 in Gegenwart beider
Puffer durchgefiihrt, wobei die Aktivitat bei Verwendung von KP; Puffer geringfiigig héher
war. Die maximale Aktivitat des Biokatalysators lag bei pH 8,5. Daher sollten die

Ganzzellbiotransformationen bei diesem pH-Wert durchgefiihrt werden.
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Abbildung 5.7: Einfluss des pH-Werts auf die Aktivitidt des E. coli Stammes mit CYP106A2

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalle, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer/ 50 mM Tris-HCI Puffer, 100 yM Prog (in 25 mM 2-Propanol vorgeldst),
69 L" Biomasse (Feuchtgewicht)

5.2 Parameterstudien fur die Ganzzellbiotransformation

Im Rahmen der Parameterstudien sollten reaktionslimitierende Faktoren der CYP106A2
katalysierten Ganzzellbiotransformation identifiziert werden. Bisherige Voruntersuchungen
zur Lagerstabilitdt und zum Einfluss der Temperatur auf die Stabilitat des Biokatalysators
deuteten auf eine Substrattransportlimitierung Uber die Membran hin. Solch eine
Limitierung konnte auch bei der zuvor untersuchten CYP21 katalysierten
Steroidhydroxylierung festgestellt werden (vgl. Kapitel 4.2.4). Deswegen wurde mit den
Untersuchungen zur Substratléslichkeit und zum Substrattransport in die Zellen
begonnen, ohne vorher Sauerstoff- und Cofaktorversorgung eingehend zu

charakterisieren.

5.2.1 Substratloslichkeit

Die Wasserloslichkeit der verwendeten Substrate Testosteron und Progesteron ist mit
97 uM und 1 pM sehr gering. Daher wurden die Substrate stets in Konzentrationen
oberhalb deren Loslichkeitsgrenze eingesetzt. Testosteron und Progesteron wurden in
einem organischen L&sungsmittel vorgelést und anschlieBend schnell in das
Reaktionsmedium pipettiert, wobei das nicht I6sliche Substrat ausfallt. Durch die Zugabe
eines Wasser-mischbaren Cosolvens kann die Ldslichkeit der Steroide erhéht werden. Im
Rahmen der Untersuchungen zur ldentifizierung eines geeigneten Cosolvens bei der

S. pombe CAD 18 katalysierten Hydroxylierung wurden 2-Propanol und Methanol als die
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am besten geeigneten Ldslichkeitsvermittler identifiziert. Die Toleranz des Biokatalysators
gegeniuber Methanol war am héchsten, wahrend 2-Propanol die Substratléslichkeit am
deutlichsten steigern konnte (vgl. Kapitel 4.2.3). Aulerdem ist bekannt, dass
rekombinante E. coli Stamme, die die LbADH exprimieren, eine hohe Toleranz gegenlber
2-Propanol haben (Schroer et al., 2007).

Abbildung 5.8 zeigt den Einfluss von 1 — 20 vol% Methanol und 2-Propanol auf die
Loslichkeit von Progesteron und Testosteron. Methanol zeigte etwas bessere 6slichkeits-
vermittelnde Eigenschaften bei Testosteron wahrend sich 2-Propanol bei Progesteron als
vorteilhaft erwies. In Gegenwart von 20 vol% Methanol konnten etwa 370 uM Testosteron

und mit 20 vol% 2-Propanol etwa genauso viel Progesteron geldst werden.

Testosteron Progesteron
0,4+ 0,4 A
0,3 1 —
— = 021
E 0,3 E o014 o
o (@)
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= 0,21 x 0o
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X 01 2 0,02+
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Abbildung 5.8: Substratléslichkeit in Abhéangigkeit der Methanol- bzw. 2-Propanol-
konzentration

Reaktionsbedingungen: V = 1 mL, H,O + 1, 2, 5, 10, 20 vol% Cosolvent gesattigt mit Prog/Tes,
T=30°C

Da das jeweilige Cosolvens aber inaktivierende Effekte auf den Biokatalysator haben
kann (vgl. Kapitel 1.3.2), wurde der Einfluss des Cosolvens auf die Aktivitat untersucht.
Wie Abbildung 5.9 zeigt, hat der rekombinante Organismus gegeniber Methanol nur eine
geringe Toleranz. Die hochste Aktivitat von 0,24 U1sp.prog gwcw'1 wurde in Gegenwart von
0,4 vol% Methanol verzeichnet. Bei héheren Methanolkonzentrationen sank die Aktivitat
bis bei rund 8 vol% dieses Ldsungsmittels keine Hydroxylierung von Progesteron mehr
beobachtet wurde. Aufgrund der geringen Toleranz des Biokatalysators gegenlber

Methanol, ist dieses Losungsmittel als Cosolvens nicht geeignet.
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Abbildung 5.9: Einfluss von Methanol auf die Aktivitit des E. coli Stammes mit CYP106A2

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalle, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM Tris-HCI Puffer pH 8,5, 100 uM Prog (in 25 mM 2-Propanol vorgelést), 6 g L™ Biomasse
(Feuchtgewicht)

Abbildung 5.10 zeigt den Einfluss von 2-Propanol auf die Aktivitdt des Ganzzell-
biokatalysators. Im Gegensatz zu Methanol kann der Biokatalysator hohe
Konzentrationen an 2-Propanol tolerieren. Die maximale Aktivitat mit Uisg.prog gWCW'1 wurde
bei einer Konzentration von 15,4 vol% (2 M) 2-Propanol verzeichnet. Da 2-Propanol
neben der I6slichkeitsvermittelnden Eigenschaft, auch als Substrat der LbADH dient,
konnte die erhéhte Aktivitat auch auf eine effizientere Cofaktorregenerierung
zurlckzufiihren sein. Da die maximale Aktivitat aber erst bei einer Konzentration von
2 M 2-Propanol, also bei einem 4000-fachen Uberschuss im Vergleich zur eingesetzten
Menge an Progesteron gemessen wurde, kann der Effekt nicht alleine auf einer
effizienteren Cofaktorverfligbarkeit beruhen. Maoglicherweise konnte die Aktivitats-
steigerung auch zum Teil auf eine erhdhte Membrandurchlassigkeit zuriickzufihren sein,
da 2-Propanol auch zur Permeabilisierung von Zellen eingesetzt werden kann (Vrsalovic-
Presecki et al., 2005).
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Abbildung 5.10: Einfluss von 2-Propanol auf die Aktivitat des E. coli Stammes mit
CYP106A2

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalle, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM Tris-HCI Puffer pH 8,5, 100 uM Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst), 6 g L" Biomasse
(Feuchtgewicht)

Aufgrund des beobachteten positiven Einflusses von 2-Propanol auf die Aktivitdt des
Biokatalysators wurde eine weitere Charakterisierung dieses Ldsungsvermittiers
vorgenommen, indem die Stabilitdt des Biokatalysators in Gegenwart von 2-Propanol
untersucht wurde. Die Bestimmung erfolgte unter Prozessbedingungen mit Hilfe eines
repetitiven Satzreaktors, wobei 2-Propanol in einer Konzentration von rund 5 vol%
(650 mM) eingesetzt wurde (Abb. 5.11). Nach jedem Reaktionszyklus wurde nach
18 Stunden Reaktionszeit der Umsatz bestimmt und mit dem Umsatz eines weiteren
repetitiven Satzreaktors verglichen, der in Abwesenheit von 2-Propanol parallel
durchgefiihrt wurde. AnschlieRend wurde der Ganzzellbiokatalysator durch Zentrifugation
vom Reaktionsmedium abgetrennt, gewaschen und erneut zur Biotransformation
eingesetzt. Beim ersten Reaktionszyklus war der Umsatz in An- und Abwesenheit des
2-Propanols mit rund 70 % gleich hoch. Beim zweiten Zyklus allerdings brach der Umsatz
in Gegenwart von 2-Propanol deutlich ein und betrug nur noch 22 %, wahrend beim
Referenzsatzreaktor noch mehr als 50 % 15B-OH-Progesteron gebildet wurden. Beim
dritten Reaktionszyklus war der Umsatz in Gegenwart von 2-Propanol ebenfalls geringer,
jedoch betrug selbst der Umsatz des Referenzsatzreaktors nur noch 15 %. 2-Propanol hat
also eine destabilisierende Wirkung auf den Ganzzellbiokatalysator und eignet sich daher

nur bedingt als Léslichkeitsvermittler.
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Abbildung 5.11: Einfluss von 2-Propanol auf die Stabilitit des E. coli Stammes mit
CYP106A2 unter Prozessbedingungen

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal, V = 500 uL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM Tris-HCI Puffer pH 8,5, 100 uM Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst), 6 g L' Biomasse
(Feuchtgewicht), 650 mM 2-Propanol

5.2.2 Substrattransport in die Zelle

Der Steroidtransport in die Zelle kann durch eine Erhdhung der Membrandurchlassigkeit
verbessert werden. Alternativ kann Zellrohextrakt als Biokatalysator verwendet werden,
wodurch die Zellmembran als Diffusionsbarriere fur das Substrat wegfallt. Da im
Gegensatz zur CYP21 katalysierten Steroidhydroxylierung keine membranassoziierten
Komponenten an der Reaktion beteiligt sind, scheint der Einsatz von Zellrohextrakt als
Biokatalysator erfolgsversprechend und wurde daher eingehend untersucht. Zur
Herstellung des Rohextrakts wurden die Zellen durch Ultraschall aufgeschlossen und der
Uberstand mit den 16slichen Bestandteilen der Zelle durch Zentrifugation von den ubrigen
Zelltrimmern abgetrennt. AnschlieRend wurde der Uberstand gefriergetrocknet
(Ilyophilisiert) und zur Biotransformation eingesetzt. Abbildung 5.12 zeigt den
Reaktionsverlauf. Dabei wurde eine deutliche Steigerung der Produktbildung gegeniber
der Ganzzellbiotransformation beobachtet. Bereits binnen 30 Minuten wurden etwa 90 %
Progesteron umgesetzt obwohl die Substratkonzentration fliinfmal so hoch wie bei der
Ganzzellbiotransformation war. Vergleicht man die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit der
Ganzzellbiotransformation mit der Verwendung von Zellrohextrakt unter der
Berlcksichtigung, dass 4 Gramm Biomasse notig sind um 1 g lyophilisiertes Zellrohextrakt
herzustellen, ist ersichtlich, dass die Aktivitat im Vergleich zur Ganzzellbiotransformation

um den Faktor 6 hoher ist. Allerdings sinkt die Selektivitat der Hydroxylierungsreaktion, da
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rund 20 % Nebenprodukte gebildet wurden. Die Nebenproduktbildung ist in Kapitel 5.5.3

naher beschrieben, deshalb wird an dieser Stelle nicht naher darauf eingegangen.
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Abbildung 5.12: Reaktionsverlauf der Hydroxylierung von Progesteron bei der Verwendung
von Zellrohextrakt als Biokatalysator

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3, V = 500 yL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM Tris-HCI pH 8,5, 2,5 mg mL™" Lyophilisat, 0,5 mM Prog (in 25 mM 2-Propanol vorgeldst)

Tabelle 5.2: Vergleich der CYP106A2 Aktivitit des Ganzzellbiokatalysators mit dem
Zellrohextrakt

(4 g Biomasse (Feuchtgewicht) sind ndtig um 1 g Lyophilisat zu erhalten)

Ganzzellbiokatalysator Zellrohextrakt

-1 -1
014 U15B—Prog Gwew 916 U15B—Prog gLyophiIisat

Eine Substrattransportlimitierung tber die Membran bei der Ganzzellbiotransformation
konnte im Rahmen eines Vergleichs der Aktivitdt mit dem Zellrohextrakt eindeutig
festgestellt werden. Diese Substrattransportlimitierung kann durch die Verwendung von

Zellrohextrakt als Biokatalysator dberwunden werden und ist dem Ganzzellbiokatalysator

vorzuziehen.
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5.3 Charakterisierung des Zellrohextrakts

Zur Charakterisierung des Zellrohextrakts flr einen effizienten Einsatz als Biokatalysator
wurde zunachst die Lagerstabilitat des Lyophilisats bei 4 °C untersucht (Abb. 5.13). Uber
einen Zeitraum von 20 Tagen wurde eine gleichbleibende Aktivitat registriert. Aufgrund
der stabilen Lagerung kénnen gré3ere Mengen Zellrohextrakt hergestellt werden, die eine

Vielzahl an Experimenten gewahrleisten.
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Abbildung 5.13: Lagerstabilitit des Zellrohextrakts als Lyophilisat bei 4 °C

Reaktionsbedingungen: Aktivitatsbestimmung: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefall, V = 500 pL,
T = 30 °C, 1000 rpm, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 500 uM Prog (in 2 vol% EtOH vorgel6st),
2,5mg mL”" Lyophilisat, 400 mM 2-Propanol

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Chargen Lyophilisat hergestellt, deren Kennzahlen
in Tabelle 5.3 zusammengefasst sind. Pro Liter Fermentationsbriihe wurden rund
2,1 g Lyophilisat erhalten, wobei der Proteingehalt des Lyophilisats 71 bzw. 82,4 %
betragt. Zur Bestimmung der P450 Konzentration im Reaktionsmedium wurde eine CO-
Differenz-spektroskopie durchgefiihrt. Die Konzentration an CYP106A2 im Lyophilisat
betragt lediglich rund 3,5 mg gLyophi.isa{1 (vgl. Kapitel 5.1) Uber eine photometrische NADP*
Verbrauchsbestimmung wurde die Aktivitat der LbADH bestimmt. Im Vergleich zur
15B-Hydroxylierungsaktivitat ist sie um Faktor 100 bis 200 grofer. Die unterschiedliche
CYP106A2-Hydroxylierungsaktivitdt beider Chargen resultiert daraus, dass nur die
zweite Charge unter optimalen Kultivierungsbedingungen hergestellt wurde, da die
Kultivierungsdauer bei der ersten Charge nur 24 h betrug. Die P450 Konzentration der
zweiten Charge ist lediglich um 15 — 20 % hoéher und kann also nicht der einzige Grund

fur die doppelt so hohe Hydroxylierungsaktivitat sein. Neben der Monooxygenase tragen
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auch die jeweiligen Anteile an AdR und AdX entscheidend zur HOhe der

Hydroxylierungsaktivitat bei (vgl. Kapitel 6.3.2).

Tabelle 5.3: Charakteristika des Zellrohextrakts

1. Charge 2. Charge
Lyophilisat pro Ltg-medium 214 g 2149
Protein pro gyyophiisat 71 % 82,4 %
CYP106A2 pro giyophilisat 3,4 mg 3,84 mg
LbADH Aktivitat pro gyyophiisat 600 Uaceton 710 Upceton
15B-Hydroxylierungsaktivitat 2,91 Uqsptes 6,00 U1sp-tes

pro gLyophiIisat

Des Weiteren wurde der Einfluss des pH-Werts auf die Aktivitdt des Biokatalysators
bestimmt. Wie bei der Ganzzellbiotransformation wurde der Bereich pH 6 — 9 unter
Verwendung von Tris-HCI und KP; Puffer charakterisiert (Abb. 5.14). Interessanterweise
lag das Aktivitatsmaximum bei KP; Puffer bei pH 7, in Gegenwart von Tris-HCI Puffer ist
die maximale Aktivitat mit 7,9 U4sgprog gLyophi|isa{1 fast doppelt so hoch wie in KP; Puffer und
lag nicht bei pH 7, sondern zwischen pH 7,5 und 8. Warum es zu diesem Effekt kommt ist

unklar. Tris-HCI Puffer ist jedoch dem Phosphatpuffer vorzuziehen.
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Abbildung 5.14: Einfluss des pH-Werts auf die CYP106A2 Aktivitat des Lyophilisats

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefal3, V = 500 yL, T = 30 °C, 1000 rpm,
50 mM KP; Puffer/Tris-HCI Puffer, 500 uM Prog (in 2 vol% EtOH vorgelost),
2,5mg mL”’ Lyophilisat, 400 mM 2-Propanol
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Darlber hinaus wurde der Einfluss der Temperatur auf die Aktivitat und Stabilitdt des
Biokatalysators untersucht (Abb. 5.15). Zwischen 20 und 25 °C anderte sich die 15p3-
Hydroxylierungsaktivitat kaum, wahrend sie anschlieRend bis 30 °C exponentiell stieg und
bei dieser Temperatur mit 2,2 U4sp-prog gLyophi.isa{1 ihr Maximum erreichte, bevor sie wieder
abnahm. Bei 40 °C war kaum noch Aktivitat vorhanden. Daher wurde die Stabilitat nur bei
Temperaturen von 25 °C und 30 °C untersucht. Im Gegensatz zum Ganzzell-
biokatalysator, nahm die Aktivitat Uber den Untersuchungszeitraum exponentiell ab,
sodass die Effekte bei den Stabilitatsuntersuchungen des Ganzzellbiokatalysators
eindeutig auf die Substrattransportlimitierung tUber die Zellmembran zurlickzuflhren sind
(vgl. Kapitel 5.1.2). Die Halbwertszeit des Lyophilisats bei 30 °C betrug weniger als einen
Tag, bei 25 °C waren es rund 4,5 Tage. Daher sollte die Biotransformation bei 25 °C

durchgefuhrt werden.
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Abbildung 5.15: Einfluss der Temperatur auf die Aktivitit (links) und Stabilitat (rechts) des
Zellrohextrakts

Reaktionsbedingungen: Aktivitadtsbestimmungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefald, V = 500 uL,
1000 rpm, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 1 mM MgCl,, 500 uM Prog (in 2 vol% EtOH vorgeldst),
2,5mg mL™ Lyophilisat, 400 mM 2-Propanol

Stabilitatsuntersuchungen: 50 mg mL™" Lyophilisat, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8
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5.4 Parameterstudien bei Verwendung von Zellrohextrakt

Nachdem bereits eine Substrattransportlimitierung Gber die Zellmembran festgestellt
werden konnte, die durch die Verwendung von Zellrohextrakt Gberwunden werden konnte,
sollten weitere Faktoren, wie Sauerstoff- und Cofaktorversorgung, auf eine potentielle

Limitierung der Biotransformation mit Zellrohextrakt untersucht werden.

5.4.1 Sauerstoffversorgung

Die Aktivitatsbestimmungen wurden bei dieser P450 katalysierten Hydroxylierung nicht
wie bei den beiden anderen untersuchten CYPs im Schuttelkolben, sondern in 1,5 mL
geschlossenen  Eppendorf-Reaktionsgefalien  durchgefuhrt. Um eine  mdogliche
Sauerstofflimitierung auszuschlieBen, wurde die Aktivitdt der Hydroxylierungsreaktion
unter den gleichen Reaktionsbedingungen, jedoch in Gegenwart unterschiedlicher
Lyophilisatmenge gemessen. Wie Tabelle 5.4 zeigt, unterschied sich die Aktivitadt pro
Gramm Lyophilisat nicht signifikant, wodurch eine Sauerstofflimitierung in den
geschlossenen Eppendorf-Reaktionsgefalien ausgeschlossen werden kann. Eine
Sauerstofflimitierung der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierung sollte daher auch bei

der Durchfiihrung der Reaktion im praparativen Maf3stab nicht vorliegen.

Tabelle 5.4: CYP106A2 Aktivitat bei unterschiedlicher Lyophilisatkonzentration

2 mg mL™" Lyophilisat 4 mg mL™" Lyophilisat

-1 -1
9,3 U1sp-prog QLyophilisat 8,76 U1sp-prog 9Lyophilisat

5.4.2 Cofaktorversorgung

Bei Ganzzellbiotransformationen muss der kostenintensive Cofaktor Ublicherweise nicht
dem Reaktionsmedium zugegeben werden, da die Zelle Uber einen eigenen
Redoxcofaktorpool verflugt. Beim Herstellungsprozess des Zellrohextrakts kann es aber
zum Verlust des in der Zelle vorhandenen Redoxcofaktors kommen, wodurch die im
Rohextrakt vorhandene Redoxcofaktorkonzentration fur eine effiziente Hydroxylierung zu
gering sein konnte. Daher wurde die Aktivitat mit und ohne Zugabe von 0,2 mM NADP*
Zugabe verglichen (Tabelle 5.5). In beiden Fallen lag die Aktivitat bei rund 3 Uisg.prog
gLyophi|isa{1. Die im Zellrohextrakt vorhandene Menge an Cofaktor reicht also fir die

Biotransformation aus.
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Tabelle 5.5: CYP106A2 Aktivitat des Zellrohextrakts bei Zugabe von 0,2 mM NADP*

Ohne NADP" Zugabe Bei NADP* Zugabe

-1 -1
313 U15[3-Prog gLyophiIisat 3103 U1SB-Prog gLyophiIisat

Um nahere Informationen Uber die Cofaktorkonzentration im Zellrohextrakt zu erhalten,
wurden LC-MS/MS Messungen durchgeflihrt. Hierfir wurde das Protokoll zur Bestimmung
der intrazellularen Cofaktorkonzentration des rekombinanten Spalthefestamm adaptiert
(vgl. Kapitel 4.2.2). Zuerst wurde die zu untersuchende Zellrohextraktldsung mit -50 °C
kaltem Methanol gequencht und nach der Ultrafiltration Uber eine Membran (cut off:
10kDA) zur Abtrennung eines Grofdteils der Proteine erfolgte die LC-MS/MS Messung.
Die absolute Cofaktorkonzentration wurde Uber Kalibriergeraden, die in Gegenwart von
Zellrohextrakt, das unter den gleichen Aufarbeitungsschritten wie die Probe vorbereitet
wurde, berechnet (vgl. Matrixeffekt Kapitel 4.2.2). Tabelle 5.6 zeigt die gemessenen
Cofaktorkonzentrationen der beiden im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zell-
rohextraktchargen. Zwischen den beiden Chargen wurden nur geringe Konzentrations-
unterschiede festgestellt. Im Vergleich zu den oxidierten Cofaktoren ist die Konzentration
der reduzierten Cofaktoren mit Konzentrationen zwischen 8 und 35 nmol gLyophi.isa{1 sehr
gering. NAD" ist in einer Konzentration von rund 900 nmol gLyophi.isa{1 vertreten und NADP”
mit einer Konzentration von rund 1700 nmol gLyophi|isa{1 am meisten vorhanden. Der Anteil
an phosphoryliertem Cofaktor, der fur dieses Reaktionssystem von Bedeutung ist, ist
daher etwa zwei Mal so hoch wie der des nicht phosphorylierten Redoxcofaktors. Wie
hoch die Cofaktorkonzentration im Biotransformationsansatz sein muss, um nicht
reaktionslimitierend zu sein, kann mit Hilfe des Ky Werts des entsprechenden Enzyms
abgeschatzt werden. Der Ky Wert gibt die jeweilige Cofaktorkonzentration an, bei der die
halbmaximale Aktivitdt des Enzyms erreicht wird. Die Cofaktorkonzentration in Losung
sollte daher unbedingt diesen Wert lberschreiten. Der Ky Wert der LbADH fiir NADP*
liegt bei 1,6 uM (Schroer et al., 2009), der bereits bei einer Lyophilisatkonzentration von
1 mg mL™ erreicht wird. Die AdR, die NADPH oxidiert, um die Elektronen fir die
gewlnschte Steroidhydroxylierung bereitstellen zu kénnen, hat einen Ky Wert fiir NADPH
von 1,8 uM (Chu et al., 1973). Unter der Annahme einer effizienten Cofaktorregenerierung
durch die LbADH, die etwa 80 % des oxidierten NADP"* reduziert, wiirden bei einer
Lyophilisatkonzentration von 1,4 mg mL™" 1,8 yM NADPH im Reaktionsmedium vorliegen.
Dies bestatigt, dass bereits geringe Lyophilisatkonzentrationen ausreichen, um gentgend

Cofaktor fiir eine effiziente Biotransformation bereitzustellen.
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Tabelle 5.6: Cofaktorkonzentration des Zellrohextrakts in nmol g._yophi.isat'1

NAD* NADH NADP* NADPH
1. Charge 996 + 45 10,57 £4,2 1636 + 126 8414
2. Charge 819+ 14 20,36 £ 0,2 1833 £ 17 35+2

Des Weiteren wurde die Cofaktorkonzentration wahrend der Biotransformation bestimmt.
Da die AdR nur NADPH als Cofaktor akzeptiert (Chu et al., 1973) wurden nur die
phosphorylierten Redoxcofaktoren fur die Messungen herangezogen. Abbildung 5.16
stellt den relativen Anteil an Cofaktor und den Umsatz der Hydroxylierung von
Progesteron Uber den Reaktionsverlauf dar. Um den Einfluss der Cofaktorregenerierung
zu erfassen, wurde zuerst 2-Propanol zugegeben ohne gleichzeitig die CYP106A2
katalysierte Hydroxylierung von Progesteron zu starten. Binnen weniger Minuten stieg der
Anteil des reduzierten Cofaktors von 1 % auf rund 85 %. Dies verdeutlicht die hohe
Effizienz der Cofaktorregenerierung durch die LbADH. Wurde die Hydroxylierung von
Progesteron gestartet, sank der Anteil des NADPH auf rund 70 %. Zu diesem Zeitpunkt
wurden bereits 50 % 15B-OH-Progesteron gebildet. AnschlieBend verlangsamte sich die
Produktbildung, wodurch auch der Anteil an reduzierten Cofaktor etwas stieg. Uber die
gesamte Dauer der Biotransformation lag der Cofaktor zum gréften Teil in seiner
reduzierten Form vor. Daher kann eine Limitierung der Steroidhydroxylierung durch

unzureichende Cofaktorregenerierung ausgeschlossen werden.
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Abbildung 5.16: Cofaktorverlauf wahrend der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierung von
Progesteron

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefall, V = 500 uL, T= 25 °C, 1000 rpm,
10 mg mL™ Lyophilisat, 50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM MgCl,, 300 mM 2-Propanol (Gesamtkonz.
wahrend der Biotransformation 400 mM) 500 uM Prog (in 100 mM 2-Propanol vorgeldst)
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5.4.3 Substratloslichkeit

Die geringe Wasserl6slichkeit von Progesteron und Testosteron kann durch die Zugabe
eines geeigneten Ldsungsvermittlers, wie beispielsweise 2-Propanol, erhdht werden.
Untersuchungen zur CYP106A2 katalysierten Ganzzellbiotransformation ergaben, dass
der rekombinante E. coli Stamm eine hohe Toleranz gegenliber 2-Propanol zeigt. Die
maximale Aktivitdt des Biokatalysators wurde in Gegenwart von 2 M (15,4 vol%)
2-Propanol erreicht (Vgl. Kapitel 5.2.1). Den Einfluss von 2-Propanol auf die CYP106A2
Aktivitdt des Zellrohextrakts verdeutlicht Abbildung 5.17. Die Zugabe von lediglich 50 mM
2-Propanol fiihrte bereits zu einer 75 %igen Erhéhung der Aktivitat. In diesem
Konzentrationsbereich ist aber hochstwahrscheinlich nicht eine Verbesserung der
Substratléslichkeit, sondern die effizientere Cofaktorversorgung durch die Cofaktor-
regenerierung Uber die LbADH fir die Steigerung der Aktivitat verantwortlich. Bis zu einer
Zugabe von 400 mM 2-Propanol wurde eine stetige Zunahme der Aktivitat beobachtet. Im
Gegensatz zum Ganzzellbiokatalysator ist die Stabilitat des Zellrohextrakts geringer, denn
in Gegenwart von 2 M 2-Propanol, bei der der Biokatalysator die maximale Aktivitat
zeigte, ist im Zellrohextrakt nur noch ein Viertel der urspriinglichen Aktivitat vorhanden.
Die verringerte 2-Propanoltoleranz beruht wahrscheinlich darauf, dass im Zellrohextrakt
die Konzentration an 2-Propanol auf die an der Reaktion beteiligten Proteinkomponenten
wirkt, die im Reaktionsmedium vorliegt. Beim Ganzzellbiokatalysator hingegen wirkt die
Zellmembran als Diffusionsbarriere fiur das 2-Propanol und so ist die Konzentration an 2-
Propanol im Cytosol vermutlich geringer als im Reaktionsmedium. Die 2-Propanol-

konzentration sollte aufgrund destabilisierender Effekte maximal 400 mM betragen.

1

54

Aktivitat /U15ﬁ-Prog gLyophiIisat
N
=

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 2,0
2-Propanol /M

Abbildung 5.17: Einfluss von 2-Propanol auf die CYP106A2 Aktivitat des Lyophilisats

Reaktionsbedingungen: 1.5 mL Eppendorf Reaktionsgefald, V = 500 mL, T= 25 °C, 1000 rpm, 2,5
mg mL™" Lyophilisat, 50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM MgCl,, 500 uM Prog (in 1 vol% EtOH vorgeldst)
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Unter den gegebenen Reaktionsbedingungen wurde die maximale Loslichkeit des in einer
Konzentration von 0,5 mM eingesetzten Substrats bei weitem Uberschritten (vgl. Kapitel
5.2.1) und der Groldteil der Steroide lag als Feststoff im Reaktionsansatz vor. Um
festzustellen, ob das unldsliche Substrat den Biokatalysator inhibiert, wurde der Einfluss
der Substratkonzentration auf die Aktivitdt des Biokatalysators bestimmt (Abb. 5.18).
Sowohl bei Progesteron als auch bei Testosteron, wurde im untersuchten
Konzentrationsbereich eine Inhibierung beobachtet. Bis zu einer Substratkonzentration
von etwa 0,6 mM nahm die Aktivitat in beiden Fallen zu, bevor sie ihr Maximum erreichte
und anschliellend wieder abnahm. Um eine mdglichst hohe Aktivitdt wahrend der
Biotransformation =~ gewahrleisten zu  kdnnen, sollte also eine  geringe

Substratkonzentration von maximal 0,6 mM gewahlt werden.
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Abbildung 5.18: Einfluss der Konzentration von Progesteron (links) und Testosteron
(rechts) auf die CYP106A2 Aktivitidt des Zellrohextrakts

Die Loslichkeit des Prog belauft sich auf 22 uM, die des Tes auf 125 uM unter den gegebenen
Bedingungen

Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalte, V = 500 mL, T= 25 °C, 1000 rpm,
2 mg mL”" Lyophilisat (4 mg mL" bei Tes), 50 mM Tris-HCI pH 8, 1 mM MgCl,, 400 mM
2-Propanol, Prog und Tes in 1 vol% EtOH vorgeldst

5.5 Biotransformation unter optimierten Bedingungen

5.5.1 Biotransformation im Satzreaktor (Batch)

Nach der Charakterisierung der CYP106A2 katalysierten 15B3-Hydroxylierung, wurde die
Biotransformation im Milliliter-Mafstab unter optimierten Bedingungen zur praparativen
Herstellung von 15B-OH-Progesteron und 15B-OH-Testosteron durchgefihrt. Sowohl bei
der Hydroxylierung von Progesteron als auch von Testosteron wurde eine
Startsubstratkonzentration von 0,5 mM gewahlt und 2-Propanol in einer Konzentration von

400 mM zugegeben. Da die Testosteronhydroxylierung langsamer ablauft als die
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Umsetzung von Progesteron wurde eine Lyophilisatkonzentration von 10 mg mL™
gewahlt, bei der Hydroxylierung von Progesteron betrug sie 4 mg mL™". Abbildung 5.19
zeigt den Reaktionsverlauf. Die Umsetzung von Prog wurde nach 45 Minuten bei einem
Umsatz von 85 % gestoppt, wobei sich rund 14 % Nebenprodukte innerhalb des ent-
sprechenden Zeitraums gebildet hatten. Dabei wurde eine Produktivitat von 3,75 g L" d
fur das gewulnschte Produkt erreicht. Um Aufschluss uber die Katalysator- und
Cofaktorausnutzung zu erhalten, wurde die maximale Zyklenzahl fir die CYP106A2 und
den Cofaktor bestimmt. Fur die P450 konnte eine TTN von 1300 ermittelt werden wahrend
ein Wert von 56 fir den Cofaktor erreicht wurde. Der Satzreaktor zur Hydroxylierung des
Testosterons wurde bereits nach etwa 30 Minuten gestoppt. Dabei wurde ein Umsatz von
96 % erreicht und das gewlinscht Produkt 15B3-OH-Testosteron mit einer Selektivitat von
79 % gebildet. Die erreichte Produktivitit ist groRer 5,5 g L' d”', die TTNs fiir die
Cytochrom P450 Monooxygenase und den Cofaktor sind allerdings im Vergleich zum

Satzreaktor zur Hydroxylierung von Progesteron mit Werten von rund 600 und 25 um den
Faktor 2 geringer.
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Abbildung 5.19: Satzreaktoren zur Hydroxylierung von Progesteron (links) und Testosteron
(rechts) unter optimierten Bedingungen

Reaktionsbedingungen: Progesteronumsetzung: V = 20 mL, T = 25 °C, 50 mM Tris-HCI Puffer
pH 8, 1 mM MgCl,, 4 mg mL™" Lyophilisat, 0,5 mM Prog (in 400 mM 2-Propanol vorgeldst)
Testosteronumsetzung: V = 40 mL, T = 25 °C, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 1 mM MgCl,,
10 mg mL™ Lyophilisat, 0,5 mM Tes (in 400 mM 2-Propanol vorgeldst)

Die Kennzahlen der Satzreaktoren sind in Tabelle 5.7 zusammengefasst. Mit einer
Produktivitdt von 5,5 g L' d7 fir die Bildung von 15B3-OH-Testosteron, konnte im
Vergleich zu in der Literatur beschriebenen Werten eine Steigerung der Produktivitat um
den Faktor 18 erreicht werden (Hannemann et al., 2006). Damit konnten im Rahmen
dieser Arbeit erstmals Produktivitaiten fur die CYP106A2 katalysierte Steroid-

hydroxylierung im Gramm Bereich erzielt werden.
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Tabelle 5.7: Kennzahlen der Umsetzung von Progesteron und Testosteron im Satzreaktor

Progesteron Testosteron
Umsatz 85 % 96 %
Selektivitat 86 % 79 %
Produktausbeute® 73 % 76 %
3 mg 5,7 mg
Produktivitat 11,4 mM d” 18,2 mM d”
3,75gL"d" 55gL"d"
TTN P450 1323 605
TTN Cofaktor 56 25

a: berechnet

5.5.2 Biotransformation im repetitiven Satzreaktor

Nach der erfolgreichen Durchfiuhrung der Biotransformation im Milliliter-Maf3stab wurde
ein Produktaufarbeitungskonzept entwickelt, das neben der Abtrennung der Steroide aus
dem Reaktionsmedium auch die Produktaufreinigung beinhaltet. Steroide werden im
Allgemeinen durch Extraktion mit Hilfe eines organischen Lésungsmittels aus wassrigen
Reaktionsmedien abgetrennt. Dabei kann eine Inaktivierung des in der wassrigen Phase
verbleibenden Biokatalysators auftreten. Aullerdem fungieren die Proteine des
Zellrohextrakts als Emulgatoren, wodurch die Trennung der organischen von der
wassrigen Phase erschwert wird. Alternativ kénnen Adsorberharze zur Abtrennung
hydrophober Substanzen aus dem wassrigen Reaktionsmedium genutzt werden. Die
Steroide adsorbieren an diese inerten Polymere, die durch Filtration vom
Reaktionsmedium abgetrennt werden. Durch Waschen der Adsorberharze mit einem
geeigneten organischen Losungsmittel erfolgt die Desorption der Steroide. Dabei kommt
es zu keinem Kontakt zwischen dem Biokatalysator und dem organischen Lésungsmittel,
wodurch eine Inaktivierung der an der Reaktion beteiligten Enzyme und Proteine
verhindert werden kann. Dadurch wird die Wiederverwendung des Biokatalysators ist
moglich und durch die Durchfihrung von repetitiven Satzreaktoren konnte die

Katalysatorausnutzung gesteigert werden.

Die eingesetzten Adsorberharze sollten eine mdglichst quantitative Produktabtrennung
aus dem Reaktionsmedium ermdglichen. Zur Abtrennung des 15B-OH-Progesteron
erwies sich der Adsorber Amberlite XAD 16 am geeignetsten, da nur Spuren des 153-OH-
Progesteron und des Substrats Progesteron nach einstiindiger Inkubation des

Reaktionsansatzes mit dem Adsorber im Reaktionsmedium verblieben. Zur Abtrennung
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des 15B-OH-Testosteron, wurde der Adsorber Sepabeads SP 207 verwendet, da nach 1 h
Extraktion mit den Sepabeads nur noch etwa 4 % des 15B-OH-Testosteron im
Reaktionsmedium nachweisbar waren. Aufgrund der hohen strukturellen Ahnlichkeit des
jeweiligen Produkts mit dem Substrat und vermutlich auch mit den Nebenprodukten
adsorbieren diese ebenfalls an das Tragermaterial, wodurch ein weiterer

Aufreinigungsschritt des Rohprodukts unerlasslich ist.

Abbildung 5.20 zeigt den Verlauf des repetitiven Satzreaktors bei der Umsetzung von
Progesteron. Nach einer Stunde Reaktionszeit, wurden die Steroide mittels Amberlite
XAD16 Adsorberharzen vom Reaktionsmedium abgetrennt, bevor der nachste
Reaktionszyklus des repetitiven Satzreaktors durch erneute Substratzugabe gestartet
wurde. Hatten sich beim ersten Reaktionszyklus noch rund 80 % 15B-OH-Progesteron
gebildet, so belief sich der Umsatz beim zweiten und beim dritten Reaktionszyklus nur
mehr auf 48 % bzw. 10 %. Das entspricht einem Gesamtumsatz von 55 %. Die
Produktivitat lag mit einem Wert von 1,05 g L' d immer noch im Gramm Bereich, wobei
im Vergleich zum Satzreaktor sowohl die Cofaktor- als auch die P450-Ausnutzung
verdoppelt werden konnte. Tabelle 5.8 fasst die Kennzahlen des repetitiven Satzreaktors

Zusammen.
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Abbildung 5.20: Repetitiver Satzreaktor zur Hydroxylierung von Progesteron

Reaktionsbedingungen pro Lauf; V =250 mL, T = 25 °C, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 1 mM MgCl,,
4 mg mL™ Lyophilisat, 0,5 mM Prog (in 400 mM 2-Propanol vorgeldst), Steroidabtrennung durch
4 g Amberlite XAD 16 Zugabe, Start des nachsten Lauf durch Zugabe 0,5 mM Prog
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Tabelle 5.8: Kennzahlen des repetitiven Satzreaktors zur Umsetzung von Progesteron

Progesteron
Umsatz 56 %
Selektivitat 79 %
Produktivitat 1,05gL"d”

32mMd’
Ausbeute 40 mg
15B-Prog 75 %
TTN P450 2600
TTN Cofaktor 102

Zur Umsetzung von Testosteron wurde ein weiterer repetitiver Satzreaktor im 500 mL
Malstab durchgefiihrt. Um zu identifizieren, warum bei der Hydroxylierung von
Progesteron der Umsatz nach nur zwei Reaktionszyklen zurlckging, wurde neben der
Produktbildung auch die Aktivitdt der LbADH und der CYP106A2 bestimmt. Zur
Bestimmung der ADH Aktivitat wurde photometrisch der NADP* Verbrauch bei der
Oxidation von 2-Propanol zu Aceton bestimmt. Mittels CO-Differenzspektroskopie wurde
kontrolliert, ob noch aktive CYP106A2 im Reaktionsmedium vorlag. Nur aktive Cytochrom
P450 Monooxygenasen besitzen ein Absorptionsmaximum bei 450 nm, wahrend inaktives
Enzym bei 420 nm am starksten absorbiert. Dartber hinaus wurde untersucht, ob die
Cofaktorversorgung beim repetitiven Satzreaktor ausreicht, indem der Umsatz bei Zugabe
von 0,1 mM NADP® bestimmt wurde. Abbildung 5.21 zeigt die Produktbildung des
repetitiven Satzreaktors zur Umsetzung von Testosteron. Der Umsatz des zweiten
Reaktionszykluses der unter NADP* Zugabe durchgeflhrt wurde, war mit einem Wert von
95 % deutlich hdher als der des ersten Laufs. Dies deutet auf eine Limitierung durch den
Cofaktor hin. Zur Uberpriifung wurde beim dritten Reaktionszyklus der Ansatz geteilt und
bei einem Teil des Ansatzes erneut 0,1 mM NADP® zugegeben und der Umsatz
verglichen. Bei NADP" Zugabe hatten sich 12 % mehr 15B3-OH-Testosteron gebildet. Um
einen hohen Umsatz Uber mehrere Laufe des repetitiven Satzreaktors garantieren zu
konnen, sollte also Cofaktor dem Reaktionsmedium zugegeben werden. Beim vierten
Reaktionszyklus wurde allerdings selbst bei NADP Zugabe nur noch ein Umsatz von 18 %
erreicht. Dieser Rickgang muss daher auf eine andere Ursache zurtickzufiuihren sein. Die
CO-Differenzspektroskopie zeigte, dass zu diesem Zeitpunkt keine aktive CYP106A2
mehr im Reaktionsansatz vorhanden war. Neben der Cofaktorverfligbarkeit limitiert also
die Stabilitdt der CYP106A2 die Leistung des repetitiven Satzreaktors.
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Abbildung 5.21: Repetitiver Satzreaktor zur Hydroxylierung von Testosteron

Reaktionsbedingungen: V = 500 mL, T = 25 °C, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 1 mM MgCl,,
10 mg mL™" Lyophilisat, 0,5 mM Tes (in 400 mM 2-Propanol vorgeldst), Steroidabtrennung durch
4 g Sepabeads SP 207 Zugabe, Start des nachsten Lauf durch Zugabe 0,5 mM Tes

Tabelle 5.9 fasst die Kennzahlen des repetitiven Satzreaktors zusammen. Der Gesamt-
umsatz betrug 54 %, wobei eine Selektivitdt von 87 % erreicht wurde. Die Produktivitat
war wegen der langen ,Pause” zwischen dem 2. und 3. Reaktionszyklus mit 0,83 mM pro
Tag gering. Wegen der Cofaktorzugabe belief sich die maximale Zyklenzahl, bezogen auf
die Bildung des gewiinschten Produkts 15B-OH-Testosteron lediglich auf 4. Allerdings
konnte die Katalysatorausnutzung mit einem Wert von 1165 im Vergleich zum Satzreaktor

fast verdoppelt werden.

Tabelle 5.9: Kennzahlen des repetitiven Satzreaktors zur Umsetzung von Testosteron

Testosteron
Umsatz 54 %
Selektivitat 87 %
Produktivitat 0,25gL"d"

0,83 mMd"
Ausbeute 88 mg
15B-Tes 62 %
TTN P450 1165
TTN Cofaktor 43
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Die 15B-Hydroxylierung konnte unter Anwendung des vorgestellten Reaktionskonzepts
als repetitiver Satzreaktor durchgefiihrt werden. Nach der Abtrennung der Steroide aus
dem Reaktionsmedium durch den jeweiligen Adsorber erfolgte die Aufreinigung der
gewlnschten Produkte 15B8-OH-Progesteron und 153-OH-Testosteron chromatographisch
an Kieselgel. 40 mg 15B-OH-Progesteron in einer Reinheit von 95% (HPLC) und 88 mg
15B-OH-Testosteron in einer Reinheit von 99,5 % (HPLC) konnten isoliert werden. Die

Identitat der Substanzen wurde mittels NMR Uberpruft.

5.5.3 Identifizierung der Nebenprodukte

Im Rahmen der praparativen Produktabtrennung wurden auch die Nebenprodukte vom
jeweiligen 15B-Derivat abgetrennt und 2zu einem gewissen Grad aufgereinigt.
AnschlieRend wurde versucht, die Identitdt der Nebenprodukte aufzuklaren. In der
Literatur ist bei der Hydroxylierung von Progesteron die Bildung der entsprechenden
Regioisomere 11a-OH-Progesteron, 9a-OH-Progesteron (Lisurek et al., 2004), sowie die
Bildung des 6pB-OH-Progesteron (Berg et al., 1976) beschrieben. Aullerdem wird die
Bildung di- oder polyhydroxylierter Progesteronderivate vermutet (Virus, 2006). Bei der
Hydroxylierung von Testosteron ist dem gegenlber lediglich die Bildung von 63-OH-

Testosteron bekannt (Berg et al., 1976; Ruijssenaars et al., 2007).

Leider war im Rahmen dieser Arbeit eine Strukturbestimmung der Nebenprodukte
aufgrund der geringen Menge (< 1 mg) und Reinheit (< 90 % n. HPLC) mittels NMR nicht
moglich. Auf eine weitere Aufreinigung wurde aufgrund eventueller weiterer
Ausbeuteverluste verzichtet. Eine LC-MS/MS Analyse konnte aber Hinweise bezlglich
der Identitat der Nebenprodukte liefern. Mittels chemischer lonisierung bei
Atmospharendruck (APCI) wurden die Proben im MS ionisiert. Bei dieser Methode bleibt
der Analyt weitestgehend intakt und es kommt kaum zu Fragmentierungen. Dadurch
konnte der Molekullionenpeak identifiziert werden und gezielte Hinweise auf die molare

Masse der einzelnen Substanzen erlangt werden.

Bei der Hydroxylierung von Progesteron konnten drei Nebenprodukte isoliert werden, die
fortan als NP 1, NP 2 und NP 3 bezeichnet werden. Tabelle 5.10 fasst die
Molekulionenpeaks dieser Nebenprodukte zusammen. NP 1 und NP 3 haben mit einer
molaren Masse von 330 die gleiche Masse wie das gewlinschte Produkt. Daher wurde
davon ausgegangen, dass es sich bei diesen beiden Substanzen ebenfalls um
hydroxylierte Progesteronderivate handelt. Ein Vergleich der Retentionszeiten mit
Referenzsubstanzen zeigte, dass es sich bei NP 1 mit hoher Wahrscheinlichkeit um 11a-

OH-Progesteron handelt. Selbst bei anderer Laufmittelzusammensetzung waren die
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Retentionszeiten des 11a-OH-Progesteron und des NP 1 identisch. Ein Vergleich der
Retentionszeit von NP 3 mit der der hydroxylierten Progesteronderivate 6(3-OH-
Progesteron, 9a-OH-Progesteron und 17a-OH-Progesteron zeigte hingegen keine
Ubereinstimmungen. Aufgrund fehlender weiterer Referenzsubstanzen konnte die

Position der Hydroxylierung des NP 3 daher nicht bestimmt werden.

Tabelle 5.10: Molekillionen der Nebenprodukte bei der Hydroxylierung von Progesteron

Nebenprodukte MH" /m/z
1 (11a-Prog) 331
2 333
3 331

Die Molekilmasse des NP 2 ist im Vergleich zu einfach hydroxylierten Progesteron-
derivaten um 2 hoéher. Neben der Hydroxylierung des Substrats, besitzt diese Substanz
also eine weitere Modifikation. Aufgrund einer Anderung der Masse um + 2 sind jedoch
nur folgende Reaktionen moglich:

— Reduktion der Doppelbindung

— Reduktion des Ketons an Pos. 3 oder Pos. 20
Die Abbildung veranschaulicht die potentiellen Modifikationen am Beispiel des 153-OH-
Progesterons. Genauere Aussagen sind aufgrund fehlender Referenzsubstanzen nicht

moglich.

Reduktion der
Carbonylgruppen ™ ——=—\—0

A
Reduktion der Doppelbindung

Abbildung 5.22: Potentielle strukturelle Modifikationen des NP 2 am Beispiel des 158-OH-
Progesteron
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Bei der Hydroxylierung von Testosteron konnten vier Nebenprodukte isoliert werden. Alle
vier Nebenprodukte zeigten bei der Analyse im MS, genauso wie das gewlinschte Produkt
15B-OH-Testosteron, einen Molekilionenpeak bei m/z 305. Daher ist davon auszugehen,
dass es sich bei diesen Substanzen um hydroxylierte Testosteronderivate handelt. Ein
Vergleich der Retentionszeiten eines Nebenprodukts mit 6B-OH-Testonsteron zeigte,
dass die Retentionszeiten Ubereinstimmten. Bei dieser Substanz handelt es sich
héchstwahrscheinlich um 63-OH-Testosteron. Keines der Ubrigen Nebenprodukte stimmte
hinsichtlich seiner Retentionszeit in der HPLC mit der weiteren Referenzsubstanz 11a-
OH-Testosteron Uberein. Daher konnten diese Nebenprodukte nicht identifiziert werden,
sondern lediglich die Aussage getroffen werden, dass es sich bei diesen Substanzen um

einfachhydroxylierte Testosteronderivate handelt.

5.6 Zusammenfassung

Im Rahmen der Parameterstudie wurden folgende limitierende Faktoren bei der
CYP106A2 katalysierten Steroidhydroxylierung festgestellt:

— Die Ganzzellbiotransformation ist durch den Substrattransport in die Zelle
limitiert. Die Aktivitat konnte durch die Verwendung von Zellrohextrakt als
Biokatalysator um Faktor 6 gesteigert werden. Daher ist der Rohextrakt den
ganzen Zellen vorzuziehen.

— Die Loslichkeit von Progesteron und Testosteron in Wasser betragt jeweils nur
1 bzw. 97 uM. Durch den Einsatz von Losungsvermittlern konnte die Loslichkeit
zwar erhoht werden, jedoch haben viele Cosolventien einen negativen Einfluss
auf den Biokatalysator haben. Im Rahmen der Untersuchungen zeigte der
Ganzzellbiokatalysator eine hohe Toleranz gegenuber 2-Propanol. Die maximale
Aktivitdt konnte in Gegenwart von 2 M (15,4 vol%) 2-Propanol verzeichnet
werden. Der Zellrohextrakt toleriert immer noch 400 mM 2-Propanol ohne
Aktivitatsverluste. DarlUber hinaus konnte festgestellt werden, dass das ungeléste
Substrat den Biokatalysator inhibiert. Ab einer Konzentration von 0,6 mM
Testosteron oder Progesteron kommt diese Inhibierung bei der Verwendung von
Zellrohextrakt als Biokatalysator zum Tragen.

— Eine Sauerstofflimitierung konnte selbst in geschlossenen Eppendorf-
Reaktionsgefallen nicht nachgewiesen werden und kann ausgeschlossen
werden.

— Messungen der Redoxcofaktorkonzentration des Zellrohextrakts mittels LC-
MS/MS zeigten eine hohe NADP Konzentration von etwa 1,7 umol gLyOphi|isa{1, die

fur eine effiziente Hydroxylierung ausreichend ist. Ferner konnte festgestellt
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werden, dass der Redoxcofaktor wahrend der Biotransformation aufgrund des
deutlich aktivieren Cofaktorregenerierungsenzym LbADH hauptsachlich in seiner
reduzierten Form vorliegt. Eine Limitierung durch unzureichende Cofaktor-

versorgung im Zellrohextrakt kann ausgeschlossen werden.

Anschliellend wurde die Biotransformation unter optimierten Bedingungen im Satzreaktor
durchgefiihrt. Dabei wurde eine Produktivitit von 3,7 g L™ d™ fiir die Bildung von 15B-OH-
Progesteron und von 55 g L' d' fiir die Testosteronhydroxylierung erreicht. Dies
entspricht einer 18fachen Steigerung der Produktivitat im Vergleich zu den in der Literatur
beschriebenen Werte (Hannemann et al.,, 2006). Dariber hinaus erlaubte die
Produktabtrennung mittels Adsorberharzen, eine Wiederverwendung des Biokatalysators.
Dadurch konnte die Biokatalysatorausnutzung im repetitiven Satzreaktor verdoppelt
werden. Fir die Hydroxylierung von Progesteron wurden TTNs von 2300 fur die
CYP106A2 und TTNs von 102 fir den Cofaktor erreicht. Unter optimierten Bedingungen
konnten so 40 mg 15B3-OH-Progesteron in einer Reinheit von 95 % und 88 mg 153-OH-

Testosteron (99,5 % Reinheit) hergestellt werden.
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6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

6.1 CYP102A1 aus Bacillus megaterium

6.1.1 Geanderte Cofaktorspezifitat und Etablierung einer
enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung

Die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzte Variante der CYP102A1 weist eine geanderte
Cofaktorspezifitdt auf. Anstelle des urspriinglich bevorzugten Cofaktors NADPH praferiert
sie  NADH. Tabelle 6.1 fasst die Wechselzahl und die Michalis Menten Konstanten der
Variante und des Wildtyps fur beide Redoxcofaktoren zusammen. Mit einem Wert von
14600 min™ ist die Wechselzahl dieser Variante fiir NADH fast drei mal so hoch wie die
von NADPH (Maurer et al., 2005). Dariber hinaus ist die Reduktaseaktivitat der Variante
gegeniber dem Wildtyp generell erhéht. Die Gesamtwechselzahl fiir beide

Redoxcofaktoren betragt rund 20000 min™" und ist doppelt so hoch wie die des Wildtyps.

Tabelle 6.1: Wechselzahl und Michaelis Menten Konstante der CYP102A1 Variante und des
Wildtyps (Maurer et al., 2005)

Michaelis Menten

Enzym W/T(Chsr‘:ilﬁ_? h Konstante (Ky)
cat /UM
CYP102A1 WT
NADH 2800 1400
NADPH 7930 2,5
CYP102A1 Variante
NADH 14600 11,6
NADPH 5400 1,6

Prozesstechnisch ist die veranderte Cofaktorspezifitdt vor allem aus Kostengrinden
interessant, da NADH um den Faktor 16 gunstiger ist als NADPH (Preise Firma Carl Roth,
10. 06. 2009). Dieser Vorteil ist vor allem bei Anwendungen mit isoliertem Enzym
interessant. Bei Ganzzellbiotransformationen dient der Organismus als Cofaktorlieferant,
sodass der Kostenfaktor meist keine Rolle spielt. Allerdings ist der Anteil des jeweiligen
Cofaktors in der Zelle unterschiedlich. Untersuchungen zum Redoxcofaktorpool von E.
coli zeigen beispielsweise, dass die Konzentration an NADH/NAD" etwa um den Faktor 6
hoher ist als die des phosphorylierten Redoxcofaktors (Schroer et al., 2009). Enzyme mit
NADH Spezifitat kdbnnen also auf einen sechsmal so groflen Cofaktorpool zurtickgreifen,
was das Risiko einer Limitierung der Reaktion durch unzureichende Cofaktorversorgung

verringert.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl die FDH als auch die LbADH zur
Cofaktorregenerierung einer CYP102A1 katalysierten = Ganzzellbiotransformation
erfolgreich eingesetzt. Die Verwendung einer GDH gemeinsam mit einem
Transportprotein ist bei der CY102A1 katalysierten Hydroxylierung von Pinen beschrieben
(Schewe et al., 2008). Ahnlich wie bei der Hydroxylierung von B-Jonon kommt es, bei der
Hydroxylierung von Pinen zu einer héheren Produktbildungsrate in Gegenwart der

enzymgekoppelten Cofaktorregenerierung.

Die Verwendung der LbADH hat den Vorteil, dass dieses Enzym genauso wie die
verwendete CYP102A1 Variante beide Cofaktoren akzeptiert, sodass insgesamt ein
groflerer Cofaktorpool zur Verfiigung steht als bei einer Regenerierung Uber die FDH, die
nur den nicht-phosphorylierten Cofaktor akzeptiert. Dartiber hinaus kann durch die
Zugabe von 2-Propanol, das Cosubstrat der LbADH, die Ldéslichkeit schwer wasser-
I6slicher Substrate verbessert werden. Ganzzellbiokatalysatoren, die die LbADH
exprimieren zeigen in der Regel eine hohe Toleranz gegeniber 2-Propanol (Schroer et
al., 2007) (vgl. Kapitel 5.2.1), sodass dieses Lésungsmittel auch in Konzentrationen, die
einen l6slichkeitsverbessernden Effekt bewirken, eingesetzt werden kann. Dies kdnnte
insbesondere bei der P450 katalysierten Hydroxylierung von schlecht wasserldslichen

Substanzen von Vorteil sein.

6.1.2 Strategien zur Uberwindung der Produktinhibierung

Um die Hydroxylierung von B-Jonon weiter zu verbessern, misste die Produktinhibierung
Uberwunden werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden sowohl Zweiphasensysteme als
auch Adsorberharze zur in situ Produktabtrennung untersucht. Adsorberharze scheinen
jedoch aufgrund der unglinstigen Substrat/Produktverteilung im Reaktionsmedium nicht
geeignet zu sein. Bis auf Diisononylphthalat wurde im Rahmen der untersuchten
Zweiphasensysteme keine Hydroxylierungsaktivitdt des Biokatalysators festgestellt. In
Gegenwart von Diisononylphthalat wurde zwar die Bildung von 4-OH-B-Jonon beobachtet,
allerdings war der Umsatz sehr gering (< 1 % nach 9 h) und reicht nicht aus, um im
Zweiphasensystem effizient 4-OH-B-Jonon herstellen zu kénnen. Die geringe Effizienz
liegt wahrscheinlich in destabilisierenden Effekten des Zweiphasensystems auf die
Enzyme begrundet. Andere Phthalate kdnnten mdglicherweise eine héhere Kompatibilitat
mit dem Biokatalysator zeigen. Daruber hinaus konnte eine Separierung der beiden

Phase durch eine Membran, die Inaktivierung verringern (Kihl, 2009).
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Eine andere Strategie zur Uberwindung stellt das protein engineering dar, wobei zwei
verschiedene Losungsansatze gewahlt werden konnen. Durch die Methoden der
Gerichteten Evolution konnten einerseits Varianten identifiziert werden, die nicht durch
das Produkt inhibiert werden. Andererseits kénnte man zur Uberwindung der
Produktinhibierung die in situ Produktabtrennung durch ein Zweiphasensystem aufgreifen
und Varianten mit verbesserter Losungsmitteltoleranz zu identifizieren. Die erfolglose
Anwendung eines Zweiphasensystems im Rahmen dieser Arbeit beruhte letztendlich auf
einer geringen Ld&sungsmitteltoleranz des Biokatalysators. Durch eine gezielte
Verbesserung der Ldsungsmitteltoleranz des Enzyms durch protein engineering ware
nicht nur eine effizientere Hydroxylierung von -Jonon mdglich, sondern solche Varianten
waren auch fur die Hydroxylierung anderer schwer wasserléslicher Substanzen
interessant. In der Literatur ist bereits eine I6sungsmittelstabilere CYP102A1 Variante
beschrieben worden, die mittels Sattigungsmutagenese zu erzeugt wurde und die DMSO
in Konzentrationen bis zu 30 vol% ohne Aktivitatseinbul3en tolerieren kann (Wong et al.,
2004). Aullerdem zeigt die Variante ebenfalls eine erhdhte Toleranz gegeniiber anderen,
Wasser-mischbaren Ldsungsmittel. Der Einfluss nicht Wasser-mischbarer Lésungsmittel
auf diese Variante wurde nicht untersucht. Diese Variante ware sicherlich ein
interessanter Ausgangspunkt flir weitere Optimierungen flir einen Einsatz von
Zweiphasensystemen. Die Generierung von Varianten mit erhohter Losungsmitteltoleranz
wird im Fall der CYP102A1 allerdings durch das Substratspektrum dieses Enzyms
deutlich limitiert. Mit Ausnahme von Decalin, hydroxyliert diese P450 alle flissigen
Vertreter der Alkane (Appel et al., 2001; Farinas et al., 2001; Glieder et al., 2002; Peters

et al., 2003), die somit nicht als zweite Phase eingesetzt werden kdnnen.

6.1.3 Potentielle Anwendungen P450 katalysierter Oxidationen von
Alkoholen

Eine durch eine P450 Kkatalysierte Uberoxidation des jeweiligen Alkohols zum
entsprechenden Keton wurde nicht nur bei der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten
Hydroxylierung von B-Jonon beobachtet. Sie tritt auch bei der der CYP101 (P450..m)
katalysierten Oxidation von (+)-a-Pinen auf (Bell et al.,, 2003). Eine Anwendung im
LabormaRstab findet die Uberoxidierung bei der Oxidierung des (+)-Valencens zu (+)-
Nootkaton Uber Nootkatol, die durch die CYP101, CYP102A1 und CYP109B1 katalysiert
wird (Sowden et al., 2005; Girhard et al., 2009). Das biotechnologisch interessante
Produkt ist hierbei das Keton, da (+)-Nootkaton als Geruchsstoff der Grapefruit fur die

Aroma- und Duftstoffindustrie von gro3em Interesse ist (Fraatz et al., 2009).
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Darlber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass aufgrund
der Uberoxidation Cytochrom P450 Monooxygenasen prinzipiell zu einer kinetischen
Racematspaltung eingesetzt werden kénnen. Setzt man racemisches 4-OH-B-Jonon als
Substrat ein, so wird das (R)-Enantiomer bevorzugt zum entsprechenden Keton oxidiert,
wodurch ein Uberschuss an (S)-4-OH-B-Jonon entsteht. Fir eine effiziente Anwendung
der Racematspaltung misste die Selektivitat der Oxidation jedoch noch weiter verbessert
werden, da auch das (S)-Enantiomer zu einem geringeren Anteil von der CYP102A1
Variante oxidiert wird. Durch Methoden des protein engineerings musste diese CYP102A1
Variante noch weiter hinsichtlich ihrer Stereoselektivitadt verbessert werden. Dann ware es
mdglich, mit verschiedenen CYP102A1 Varianten sowohl (R)- als auch (S)-4-OH-B-Jonon

herzustellen.

6.2 Humane CYP21

6.2.1 Quantifizierung des intrazellularen Redoxcofaktorpools

Die Quantifizierung der intrazellularen Cofaktorkonzentration wahrend Ganzzell-
biotransformationen, kann wichtige Erkenntnisse fur die Verbesserung von Ganzzell-
biokatalysatoren liefern. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine LC-MS/MS Methode zur
Quantifizierung der intrazellularen Cofaktorkonzentration bei Ganzzellbiotransformations-
prozessen in E. coli (Schroer et al., 2009) erfolgreich fur die Analyse der Redoxcofaktoren
in Spalthefe adaptiet werden. Erstmals konnte hiermit die cytosolische
Cofaktorkonzentration von Spalthefe und wahrend P450 katalysierter Ganzzell-

biotransformationen quantifiziert werden.

Diese noch sehr neue Messmethode ist allerdings aus mehreren Grinden sehr
aufwendig. Aufgrund der geringen vorhandenen Mengen an Redoxcofaktor in den Zellen,
wird sehr viel Biomasse zur Messung bendétigt. Darlber hinaus beeinflusst der
Hintergrund der Probe stark die lonisation im MS und damit die Peakgré3e der Analyten
(Matrixeffekt, vgl. 3.2.2). Daher mussen die Kalibriergeraden ebenfalls in Gegenwart
dieser stérenden Hintergrundinformation gemessen werden. Die Kalibriergeraden missen
folglich bei jeder Messung neu aufgenommen werden, wodurch sich der Messaufwand
stark erhoht. Abhilfe konnte die Zugabe isotopenmarkierter Redoxcofaktoren als internen
Standard zur Probe schaffen. Dieses Prinzip findet z. B. bei der Quantifizierung von
Intermediaten der Glykolyse und des Zitratzyklus bereits Anwendung (Wu et al., 2005).
Da allerdings isotopenmarkierte Redoxcofaktoren nur sehr schwer zuganglich sind,
musste zuerst ein effizientes Verfahren zu deren Herstellung entwickelt werden. Hierzu

kénnten Phosphitdehydrogenasen herangezogen werden. Das Substrat dieser Enzyme,
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Phoshit liegt abhangig vom pH-Wert als unterschiedliches Tautomer vor. Bei pH 7 liegt es
fast ausschliellich als vierfach koordiniertes Isomer vor, wahrend sich bei saurem pH das
Gleichgewicht zur phosphorigen Saure verschiebt. Legt man phosphorige Saure in
deuterierten Wasser vor und neutralisiert anschlielend den pH-Wert, bildet sich
deuteriertes Phosphit, dass zur Deuterierung des Cofaktors mit Hilfe der Phosphit-

dehydrogenasen verwendet werden kann (Vrtis et al., 2002).

Kontrovers diskutiert wird zudem, ob die gemessenen Redoxcofaktorkonzentrationen
auch die Cofaktorkonzentration wiedergeben, die dem Enzym in der Zelle zur Verfigung
stehen. Bei eukaryotischen Organismen mit Zellkompartimentierung, kdénnen sich die
Redoxcofaktorkonzentrationen je nach Kompartiment unterscheiden. Mit der in dieser
Arbeit angewandten Methode zur Quantifizierung intrazelluarer Metabolite kann die
Kompartimentierung nicht bericksichtigt werden und so nur die durchschnittliche
Cofaktorkonzentration innerhalb der Zelle bestimmt werden. Zusatzlich muss beachtet
werden, dass nicht der gesamte Cofaktor in der Zelle frei zuganglich ist, sondern zum Teil
auch an andere Enzyme gebunden ist (Bucher et al., 1972; Veech, 2006). Informationen
Uber die im Cytosol frei vorliegenden Cofaktorkonzentrationen sind nur sehr schwer
zuganglich, da die aktuell zur Verfiigung stehenden Messmethoden wie LC-MS/MS und
cycling assays nicht zwischen an Enzym gebundenen und frei im Cytosol vorliegenden
Cofaktor unterscheiden konnen. Die Messung der intrazellularen Cofaktorkonzentration
mittels cycling assays basiert auf Farbanderungen, die von redoxcofaktorabhangigen
enzymkatalysierten Reaktionen ausgehen (Oldiges et al., 2007). Im letzten Jahr hat eine
Arbeitsgruppe die indirekte Bestimmung des Verhaltnisses an frei vorliegenden oxidierten
zu reduzierten Cofaktor beschrieben. Befindet sich eine redoxcofaktorabhangige Reaktion
im Gleichgewicht, so kann, wenn der pH-Wert bekannt ist, von der Substrat- und
Produktkonzentration auf das Verhaltnis der Cofaktoren geschlossen werden. Der
intrazellulare pH kann allerdings nicht gemessen, sondern nur abgeschatzt werden. Unter
der Annahme, dass der pH im Cytosol neutral ist (pH 7), ist das NAD/NADH-Verhaltnis
grolRer 100 und daher 10 Mal groRer, als das Verhaltnis das unter den gleichen
Bedingungen mit cycling assays bestimmt wurde (Canelas et al., 2008). Aufgrund der
Schatzung des pH-Werts erheben allerdings auch diese Werte keinen Anspruch auf
Richtigkeit und kénnen stark variieren. Sollte der pH des Cytosols nicht pH 7, sondern pH
8 betragen, wirde sich das Verhaltnis an oxidiertem zu reduziertem Cofaktor um Faktor
10 verringern und das Verhaltnis wirde in etwa den Ergebnissen des cycling assays
entsprechen. Mit den derzeitigen Methoden ist also eine Quantifizierung der im Cytosol

frei vorliegenden Cofaktorkonzentration nicht moéglich.
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Trotz der noch fehlerbehafteten LC-MS/MS Methode zur Bestimmung der
Cofaktorkonzentration koénnen die Veranderungen der intrazellularen Cofaktor-
konzentration, die auf Biotransformationen zurlickzuflihren sind, verfolgt werden, indem
die gemessenen Werte mit einem Kontrollexperiment verglichen werden. Dartber hinaus
kann die durchschnittliche Gesamtcofaktorkonzentration von S. pombe, auf jeden Fall als

Richtwert fur die dem Enzym zuganglichen Cofaktorkonzentration gesehen werden.

6.2.2 Losungsmitteltoleranz der S. pombe CAD18

Bei Steroiden handelt es sich um schlecht wasserlosliche Verbindungen. Untersuchungen
zur Erhéhung der Ldoslichkeit des Substrats 17a-OH-Progesterons zeigten, dass der
Biokatalysator nur sehr geringe Mengen an Losungsvermittlern tolerieren kann. Neben
dem Einsatz eines Cosolvens kdnnen auch andere Strategien, die im Umgang mit schwer
wasserldslichen Substraten angewandt werden, wie der Einsatz von Cyclodextrinen oder
~wassrig-organischen® Zweiphasensystemen, erfolgsversprechend sein. Cyclodextrine
scheiden genauso wie Cosolventien wegen der geringen Toleranz des Biokatalysators
aus. Wassrig-organische Zweiphasensysteme sind aufgrund der Verteilung des Substrats
zwischen wassriger und organischer Phase ungulnstig. Aufgrund der hohen
Hydrophobizitat wirde 17a-OH-Progesteron fast ausschlieBlich in der organischen Phase
vorliegen und die Hydroxylierungsaktivitat ware durch die geringe Substratkonzentration

in LOsung limitiert.

Zur Verbesserung der Effizienz der Biotransformation misste die Toleranz des
Biokatalysators gegenlber Ldsungsmitteln oder Cyclodextrinen erhéht werden, wobei
eine toxische Wirkung sowohl auf das Enzym als auch auf den Wirtsorganismus denkbar
ware. Eine Evolvierung des Enzyms durch protein engineering hin zu hoherer
Losungsmitteltoleranz ist jedoch nur bedingt einsetzbar. Die Expression humaner P450
dient in der Regel nicht der Herstellung von Feinchemikalien, sondern speziell humane
CYPs der Leber werden im Rahmen klinischer Studien zur Zulassung neuer Arzneistoffe
bei toxikologischen Tests eingesetzt (Guengerich, 2001). Da CYPs eine entscheidende
Rolle bei der Metabolisierung von Arzneistoffen spielen, missen P450-Metabolite im
Rahmen der klinischen Studien auf ihre pharmakologische Wirkung getestet werden.
Hierfir missen die Metabolite in ausreichenden Mengen hergestellt werden, wofur
rekombinante Mikroorganismen wie Hefen oder Bakterien, die humane CYPs exprimieren
herangezogen werden (Wong, 1998; Ghisalba et al., 2007). Varianten des Enzyms
kénnten zu einem veranderten Metabolitspektrum filhren und die Ergebnisse der Studien
verfalschen. Daher ist es bei der Metabolitherstellung von Vorteil, die Effizienz der

Biotransformation ausschlieBlich durch reaktionstechnische Uberlegungen zu verbessern.
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Alternativ konnte der Spalthefestamm beziiglich der Lésungsmitteltoleranz verbessert
werden. In der Literatur sind Beispiele bekannt, die eine Steigerung der Losungsmittel-
resistenz verschiedener Hefen beschreiben (Smit et al., 2004; Matsui et al., 2008), sodass

eine Verbesserung auch fir die Spalthefe méglich sein sollte.

6.3 CYP106A2 aus Bacillus megaterium

6.3.1 Reaktorkonzept
Fur die CYP106A2 katalysierte Steroidhydroxylierung wurde im Rahmen dieser Arbeit

festgestellt, dass aufgrund einer Substrattransportlimitierung Uber die Zellmembran, der
Zellrohextrakt als Biokatalysator dem Ganzzellbiokatalysator vorzuziehen ist. Die Aktivitat
konnte so um den Faktor 6 gesteigert werden, wobei sich die Bereitstellung des
Biokatalysators durch die Herstellung des lyophilisierten Rohextrakts lediglich um zwei
Aufarbeitungsschritte verlangerte. Die beiden Schritte umfassen den Zellaufschluss
mittels Ultraschall, der im kontinuierlichen Modus durchgefiihrt werden kann, und die
anschlieliende Gefriertrocknung des Rohextrakts, die eine Uber mehrere Wochen hinweg
stabile Lagerung erlaubt. Daruber hinaus wurde festgestellt, dass die Zugabe des teuren
Redoxcofaktors NADP* zur effizienten Biotransformation nur bedingt noétig ist. Die
Reaktion lauft im Satzreaktor ohne Zugabe von Cofaktor mit fast vollstdindigem Umsatz
ab. Wird jedoch angestrebt, die verbesserte Biokatalysatorausnutzung im repetitiven
Satzreaktor zu nutzen, fihrt eine Zudosierung des Cofaktors zu héherem Umsatz.
Aufgrund der geringen Stabilitdt der CYP106A2 waren bis jetzt nur vier Reaktionszyklen
im repetitiven Satzreaktor mdglich. Zur weiteren Verbesserung der Biokatalysator-
ausnutzung muisste die Stabilitdt der CYP106A2 beispielsweise durch eine
Immobilisierung des Enzyms oder durch protein engineering gezielt verbessert werden.
Versuche, die CYP106A2 zu immobilisieren wurden laut Literatur noch nicht
unternommen. Strategien zur Immobilisierung waren neben dem Einschluss des Enzyms
in polymere Matrices, eine kovalente Bindung oder Adsorption der CYP106A2 an inerte
Tragermaterialien. Fur Steroidhydroxylierungen sind sicherlich letztere Methoden
vorteilhaft, da es bei einem Einschluss des Enzyms zu einer Substrattransportlimitierung

durch die polymere Matrix kommen konnte.
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6.3.2 Identifizierung des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts der

Reaktion

An der 15B-Hydroxylierung sind mehrere Proteinkomponenten beteiligt: Die Cytochrom
P450 Reduktase AdR, das Eisenschwefelprotein AdX und die CYP106A2. Vereinfacht
gesehen oxidiert die AdR den Cofaktor und gibt die dabei erhaltenen Elektronen
nacheinander an das Eisenschwefelprotein AdX weiter, das die Elektronen wiederum der
P450 zufuhrt, die die Hydroxylierung des Substrats katalysiert (vgl. Abb. 5.1). Die
Gesamtaktivitat der Steroidhydroxylierung ist dabei durch den langsamsten Schritt der
Reaktionssequenz limitiert. Durch die Identifizierung dieses Reaktionsschritts konnte die
Produktivitat der Biotransformation verbessert werden, indem die Proteinkomponente, die
die Reaktion limitiert im Reaktionsmedium in gréleren Mengen vorgelegt wird oder durch
protein engineering verbessert wird. Bleibt man bei dem derzeitigen Konzept, dass alle an
der Reaktion beteiligten Proteine in einem Organismus exprimiert werden, bevor das
Zellrohextrakt erzeugt wird, so musste die Expressionsrate der jeweiligen Komponente
erhoht werden. Dies gelingt, indem man beispielsweise flir das Gen einen fir die
Proteinexpression geeigneteren Vektor mit hoherer Kopienzahl wahlt, oder die Expression
unter die Kontrolle eines starkeren Promotors setzt. Alternativ konnten die
Proteinkomponenten auch einzeln exprimiert werden und nach Herstellung des

Zellrohextrakts in einem optimalen Verhaltnis zusammengemischt werden.

Fur CYP11B1 katalysierte Steroidhydroxylierungen, bei denen der Elektronentransport
ebenfalls von bovinem AdR und AdX dbernommen wird, wurden die
Geschwindigkeitskoeffizienten der Einzelreaktionen bestimmt. Abgesehen von der
eigentlichen Steroidhydroxylierung, schien die Elektronenubertragung von AdX zur P450
der langsamste Reaktionsschritt zu sein (Schiffler et al., 2004). Um festzustellen, ob das
auch auf die CYP106A2 katalysierte Steroidhydroxylierung zutrifft, wurde experimentell
der langsamste Schritt der Reaktionssequenz bestimmt. Hierfir wurde zuséatzlich zum
eingesetzten Zellrohextrakt, das alle bendétigten Proteinkomponenten fir die
Steroidhydroxylierung enthielt, entweder die Elektronentransportkomponenten AdR und
AdX bzw. die CYP106A2 zugegeben und jeweils die Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten
verglichen. Steigt die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit lediglich bei Zugabe der P450,
ware die eigentliche Steroidhydroxylierung der langsamste Schritt der Reaktion. Nimmt
die Produktbildungsrate nur bei Zugabe der Elektronentransportkomponenten zu, so ware
die Oxidation des Cofaktors zur Elektronenbereitstellung der reaktionslimitierende Schritt.

Steigt die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit sowohl bei der Zugabe der P450 als auch bei
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AdR/AdX Zugabe, ware die Reaktion durch den Elektronentransport tGber AdX limitiert. In
diesem Fall hangt die Geschwindigkeit des Elektronentransports nicht nur von der Menge
des Transporters AdX ab, sondern auch von der Strecke die der Transporter zurlicklegen
muss. Die Strecke ist umso kiirzer, je héher die Konzentration an AdR bzw. P450 in
Lésung ist, da die Wahrscheinlichkeit des Transportproteins auf die beiden anderen
Komponenten zu treffen, grofer ist.

Abbildung 6.3 zeigt die Produktbildungsrate bei Zugabe von P450 bzw. AdR/AdX. Ein
Anstieg der Produktbildungsrate war sowohl bei AdR/AdX Zugabe als auch bei P450
Zugabe ersichtlich. Daraus konnte geschlossen werden, dass der Elektronentransport
durch AdX die Reaktion limitiert. Interessanterweise scheint die zugegebene Menge an
AdR/AdX die Produktbildungsrate nicht zu beeinflussen. Daher wurde vermutet, dass sich
bei Zugabe von AdR/AdX der geschwindigkeitsbestimmende Reaktionsschritt &ndert.
Nicht mehr der Elektronentransport durch AdX, sondern die Steroidhydroxylierung durch
die CYP106A2 ist in diesem Fall reaktionslimitierend. Diese Aussage wurde Uberprift,
indem zusatzlich zu AdR/AdX noch P450 zugegeben wurde. Wie erwartet war ein weiterer

Anstieg der Produktbildungsrate zu verzeichnen.

CYP106A2 AdR/AdX
1,00, B Referenz 1,004 B Referenz ® +0,75mgmL”’
® +075mgmL” +2mg mL" +3mgmL”
+2mgmL” Vv +5mgmL’
0,75 +3mgmL” 0,75- +2mg mL" AdR/AX + 2 mg mL" CYP106A2
<L v +5mgmL’ £
N e :
9 0,50 @ 0,501 . o2IE
E E PRl
) __-v_ > ¢ .-2%°
0,25 3--°% 0,254 v oo 35°
B2 J— o 25" cemm==
r=c —-g=z-E---% ¢.2" S
e = —==k==- = | -
0100 a2 =27 T T 0,00 22 - T T T 1
0 5 10 0 5 10 15 20
Zeit /min Zeit /min

Abbildung 6.1: Produktbildung bei Zugabe von CYP106A2 bzw. AdR/AdX

Reaktionsbedingungen: Reaktionsbedingungen: 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefall, V = 500 pL,
T =30 °C, 1000 rpm, 50 mM Tris-HCI Puffer pH 8, 1 mM MgCl,, 500 yM Prog (in 2 vol% EtOH
vorgel6st), 400 mM 2-Propanol, 0,75 mg mL” Lyophilisat, (+ P450 bzw. AdR/AdX)
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6.3.3 Regioselektivitat der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierung
Die Selektivitdt der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierung wird beeinflusst, ob

wachsende Zellen, ruhende Zellen oder Zellrohextrakt als Biokatalysator eingesetzt
werden. Mit ruhenden Zellen konnte weder flr die Hydroxylierung von Progesteron noch
fur die von Testosteron eine Nebenproduktbildung detektiert werden. Hingegen wurden
etwa 20 % Nebenprodukte gebildet, wenn Zellrohextrakt verwendet wurde. Mit
wachsenden Zellen als Biokatalysator stieg der Nebenproduktanteil sogar auf 75 %. Die

Ursache fur diese groRen Selektivitdtsunterschiede konnte bisher nicht geklart werden.

Daruber hinaus beeinflusst auch die Wahl des Elektronentransportsystems die Selektivitat
der CYP106A2. Ruijssenaars et al. (2007) haben festgestellt, dass der Anteil der Neben-
produkte je nach eingesetzten Elektronentransportkomponenten stark variieren kann.
Prozesstechnisch ist die Anderung der Selektivitat vor allem deshalb interessant, da die
geschickte Wahl der Reaktionsbedingungen erméglichen koénnte, nicht nur 158-
hydroxylierte Derivate, sondern auch andere Regioisomere herzustellen. So konnte bei
der Hydroxylierung von Progesteron mit wachsenden Zellen bereits eine Verschiebung
des Hauptprodukts von 15B-OH-Progesteron hin zu 11a-OH-Progesteron festgestellt

werden, was ein guter Ausgangspunkt flr weitere Untersuchungen ware.

Alternativ kann die Selektivitdt der Hydroxylierung durch Methoden des protein
engineerings verandert werden. Die Selektivitat der 15B-Hydroxylierung konnte bereits
deutlich verbessert werden, indem das Threonin an Position 248 gezielt gegen Valin
getauscht wurde (Ruijssenaars et al., 2007). Daruber hinaus gelang es, Varianten mit
verbesserter 11a-Hydroxylierungsaktivitat zu erzeugen (Lisurek et al., 2008). Da der
gebildete Anteil an 11a-OH-Progesteron allerdings 40 % der gebildeten Produkte nicht
Ubersteigt, sind weitere Verbesserungen notig, um eine effiziente Hydroxylierung an

dieser Position durchfihren zu kdnnen.

6.4 Ubergeordnete Betrachtung der untersuchten P450 Systeme

Zur Gegenuberstellung der einzelnen Systeme sind Charakteristika wie die Enzymaktivitat
und Stabilitat der untersuchten Cytochrom P450 Monooxygenasen und der entwickelten
Prozesse zusammengefasst (Tabelle 6.2). Die Expressionslevel der CYP102A1 und der
CYP106A2 in E. coli sind ahnlich, hingegen ist die Konzentration der CYP21 in S. pombe
CAD18 um etwa 2 GroRenordnungen geringer. Dies wirkt sich auch auf die
21-Hydroxylierungsaktivitat des S. pombe Stammes aus, die mindestens 50fach geringer

ist als die der anderen Ganzzellbiokatalysatoren. Betrachtet man hingegen die spezifische
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Aktivitat der P450, ist die Aktivitat der CYP21 und der CYP106A2 in vivo durchaus
vergleichbar. Die Erhdhung des Expressionslevels der CYP21, beispielsweise durch
weitere Optimierungen des Anzuchtsprotokolls oder die Verwendung anderer
Expressionsvektoren waren Strategien um das Expressionslevel der CYP21 in S. pombe
zu erhéhen. Eine Erhdhung des Expressionslevels der CYP106A2 hingegen ware nur
bedingt von Nutzem. Bei Verwendung eines Ganzzellbiokatalysator wirde nicht zu einer
Steigerung der Aktivitdt fUhren, da nicht die Hydroxylierung selbst, sondern der
Substrattransport in die Zelle geschwindigkeitsbestimmend ist. Wird Zellrohextrakt als
Biokatalysator eingesetzt, ist der Elektronentransport Uber das Eisen-Schwefelprotein
limitierend. Eine héhere CYP106A2 Konzentration wirde zwar in diesem Fall zu einer
hdéheren Aktivitat flhren (vgl. Kapitel 6.3.2), aber eine Verbesserung der Expression von
AdX ware vermutlich effektiver. Darlber hinaus zeigten Untersuchungen zu den
Stabilitdten der Enzyme, dass die Halbwertszeiten aller untersuchten P450 relativ gering
sind. Die der bakteriellen CYP102A1 und der CYP106A2 sind jedoch mit 10 — 18 h
deutlich kleiner als die der CYP21. Bei der CYP106A2 katalysierten Steroidhydroxylierung
limitiert letztendlich die geringe Stabilitat der P450 die Anzahl der Reaktionszyklen im
repetitiven Satzreaktor. Zur effektiven biotechnologischen Anwendung der untersuchten
bakteriellen P450 sollten daher Mallnahmen getatigt werden, um die Stabilitdt zu erhéhen
(vgl. Kapitel 6.31).

Die Produktivitaten der CYP102A1 und der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierungen
erreichen unter optimierten Prozessparameter den Gramm-Malstab. Bei der humanen
CYP21 betragt die Produktivitit unter optimierten Bedingungen nur 18 mg L' d™.
Insbesondere die geringe CYP21-Aktivitat des Ganzzellbiokatalysators spiegelt sich in
diesem Wert wider. Die erreichte Biokatalysatorausnutzung ist bei allen Prozessen
ahnlich, da TTNs zwischen 1200 und 5000 erreicht werden. Da bisher keine Optimierung
bei der Biokatalysatorausnutzung bei der CYP21 und CYP102A1 katalysierten
Biotransformation vorgenommen wurde, kénnten durch entsprechende Malinahmen noch

weitere Verbesserungen maoglich sein.

Insbesondere in Bezug auf die Limitierungen der biotechnologischen Anwendung der
jeweils untersuchten P450 und der anzuwendenden Strategie zur Uberwindung der
Limitierung gab es groRe Unterschiede bei den in dieser Arbeit untersuchten
Biokatalysatoren. Bei der CYP102A1 katalysierten Hydroxylierung von B-Jonon limitierten
vor allem substratspezifische Merkmale die effiziente Nutzung des Enzyms. Neben der
starken Produktinhibierung wurde eine Oxidation des gewtlinschten Produkts 4-OH-§-

Jonon zum entsprechenden Keton beobachtet. Abgesehen davon, wurde eine geringe
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Stabilitat des Enzyms gegenliber organischen Lésungsmitteln und ionischen Flissigkeiten
festgestellt, die den Einsatz eines Zweiphasensystems zur in situ Produktabtrennung. Bei
den beiden untersuchten Steroidhydroxylasen CYP21 und CYP106A2 limitierte zwar der
Substrattransport in die Zelle die Ganzzellbiotransformation. Die Uberwindung der
Substrattransportlimitierung gelang jedoch auf unterschiedlichen Wegen. Eine effektive
Uberwindung der Substrattransportlimitierung bei der CYP106A2 ist durch die
Verwendung von Zellrohextrakt moglich. Da es sich bei der CYP21 um ein membran-
assoziiertes Enzym handelt, konnte dort dieser Losungsansatz nicht verfolgt werden. Eine
Aktivitatssteigerung wurde aber durch die Verwendung von permeabilisierten Zellen

erreicht.

Tabelle 6.2: Charakteristika der untersuchten Cytochrom P450 Monooxygenasen

CYP102A1 CYP21 CYP106A2
Expressionslevel 50 nmol gWCW'1 0,5 nmol gWCW'1 a 19,5 nmol gWCW'1
Aktivitat
Ganzzellbiokat.
/Pro g Biomasse 8,9 U guow 0,008 U gyew” 0,4 U guow”
/Pro mg Enzym 1,5 U mgcypiozar” 0,3 U mgcypar ' ® 0,47 U mgcypiosaz |
Lyophilisat
/Pro g Lyophilisat 9 U guyophilisat
/Pro mg Enzym 2,6 U mgcypioen2”
(Lager)Stabilitat
Halbwertszeit bei 30 °C 10h° 110h° 18 h®
Maximale 1,25gL"d” 0,018gL"d" 554gL"d"
Produktivitaten 6 mMd’ 0,54 mMd” 18,25 mM d”'
Maximale Katalysator- 5000 1250 ° 2600

ausnutzung /TTN

a: Schatzwert nach Dragan et al. (2006a), b: mit dem Schatzwert berechnet, c:

Ganzzellbiokatalysator, d: Zellrohextrakt
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7 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei verschiedene Cytochrom P450 Monooxygenasen
charakterisiert, um die Limitierungen P450 katalysierter Hydroxylierungen zu identifizieren
und so Ansatze flir deren verbesserte biotechnologische Nutzung durch geeignete
reaktionstechnische Malinahmen zu identifizieren. Abbildung 7.1 fasst die identifizierten

Limitierungen der untersuchten P450 katalysierten Reaktionen zusammen.

Produktinhibierung

O,-Limitierung moglich
CYP102A1

Begrenzte Selektivitat
Enzym gekoppelte Cofaktor-
regenerierung notwendig

Geringe Stabilitat in
Elektronentransport ~ Organischen Losungsmittel
via AdX limitierend

CYP106A2 CYP21

Substratléslichkeit und Transport in
die Zelle limitierend
Ausgefallenes Substrat inhibierend
Keine O,-Limitierung

Abbildung 7.1: Schematische Darstellungen der identifizierten Limitierungen

Alle drei Enzyme weisen eine relativ geringe Stabilitdt gegenlber organischen Lésungs-
mitteln auf. Dies gilt soweit untersucht, auch fiir ionischen Flissigkeiten. Der E. coli
Stamm, der die bakterielle CYP102A1 exprimiert, wurde mit Ausnahme von
Diisononylphthalat durch alle untersuchten organischen Ldsungsmittel bzw. ionischen
Flissigkeiten vollstandig inaktiviert. Der S. pombe CAD 18 Stamm mit der humanen
membranassoziierten CYP21 zeigte ebenfalls in Gegenwart von 10 vol % verschiedener
organischer Cosolventien deutliche Aktivitatsverluste im Vergleich zu reinem Puffer. Die
héchste Toleranz gegenuber Losungsmitteln zeigte der E. coli Stamm, der die bakterielle
CYP106A2 exprimiert. Selbst in Gegenwart 15 vol% 2-Propanol konnten keine
AktivitatseinbuRen des Biokatalysators festgestellt werden. Die Stabilitdt des Ganzzell-
biokatalysators wurde hingegen schon in Gegenwart von 5 vol% 2-Propanol

beeintrachtigt.
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Bei beiden bakteriellen P450s, CYP106A2 und CYP102A1, konnte die Bildung von
Nebenprodukten beobachtet werden. Bei der CYP106A2 katalysierten 15p3-
Hydroxylierung entstehen Regioisomere, wahrend bei der CYP102A1 katalysierten
Hydroxylierung von B-Jonon die Weiteroxidation des gewtlinschten Produkts 4-OH-B-
Jonon zum entsprechenden Keton beobachtet wurde. Dartber hinaus wurde lediglich eine
moderate Enantioselektivitat beziglich der Hydroxylierung von B-Jonon festgestellt. Unter
optimierten Bedingungen wurde ein Enantiomerenuberschuss fir das (R)-4-OH-B-Jonon
von 72 % erreicht, der im Verlauf der Reaktion aufgrund der bevorzugten Oxidation des

(R)-Enantiomers zum Keton abnahm.

Beide untersuchten bakteriellen P450 zeigten aullerdem eine Limitierung durch
unzureichende Cofaktorversorgung, wenn keine enzymgekoppelte Cofaktorregenerierung
im System implementiert worden war. Bei der CYP102A1 katalysierten Hydroxylierung
von (-Jonon war sowohl die Anfangsreaktionsgeschwindigkeit als auch der Umsatz in
Gegenwart der FDH bzw. LbADH um mehr als das flinffache erhéht. Hingegen kam es bei
der CYP106A2 ohne enzymgekoppelter Cofaktorregenerierung nur bei der Verwendung
des Zellrohextrakts und nicht beim Ganzzellbiokatalysator zu einer unzureichenden

Cofaktorversorgung.

Aufgrund der geringen Substratl6slichkeit im wassrigen Reaktionsmedium sind die beiden
untersuchten Ganzzellbiotransformationen zur CYP106A2 und CYP21 katalysierten
Steroidhydroxylierung durch den Substrattransport in die Zelle limitiert. Die Transport-
limitierung Uber die Zellmembran konnte bei der CYP21 durch den Einsatz
permeabilisierter Zellen und bei der CYP106A2 durch Verwendung von Zellrohextrakt

Uberwunden werden.

Weder bei der CYP106A2 noch bei der CYP21 katalysierten Steroidhydroxylierung konnte
eine Limitierung durch unzureichende Sauerstoffversorgung festgestellt werden. Anders
bei der CYP102A1: In Gegenwart von Biokatalysatorkonzentrationen gréRer 8 g L™ wurde
unter den gegebenen Reaktionsbedingungen eine Sauerstofftransport-limitierung
beobachtet.

Darlber hinaus wurde bei allen untersuchten P450 katalysierten Reaktionen eine
Inhibierung durch das Produkt oder das Substrat beobachtet. Bei der CYP102A1
katalysierten Hydroxylierung von B-Jonon wurde eine Produktinhibierung identifiziert,

wahrend beide Steroidhydroxylasen durch das unlésliche Substrat, das im
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Reaktionsmedium vorliegt, inhibiert werden. Fir eine Anwendung ist es also vorteilhaft,

eine geringe Substratkonzentration kleiner 0,5 mM wahrend der Reaktion einzustellen.

Bei der CYP106A2 katalysierten Hydroxylierung sind insgesamt drei Proteinkomponenten
an der Reaktion beteiligt, wobei die Gesamthydroxylierungsaktivitdt durch den
langsamsten Schritt der Reaktionssequenz bestimmt wird. Untersuchungen dazu,
identifizierten den Elektronentransport Uber das Eisenschwefelprotein AdX von der

Reduktase zur P450 als geschwindigkeitslimitierend.

Auf Basis dieser Erkenntnisse wurden die Hydroxylierungen durch geeignete

reaktionstechnische MalRnhahmen hinsichtlich héherer Produktivitaten optimiert.

CYP102A1 katalysierte Hydroxylierung von f3-Jonon

o 0
. e
SO i |
OH
B-Jonon NAD(P)H + H* NAD(P)"  4-Hydroxy-B-
0, H,0 jonon

— Durch die Zugabe von DMSO konnte der Enantiomereniberschuss fir das
(R)-Enantiomer auf 72 % gesteigert werden.

— Erstmals konnte gezeigt werden, dass Cytochrom P450 Monooxygenasen zur
kinetischen Racematspaltung eingesetzt werden kbénnen.

— Unter optimierten Bedingungen im Satzreaktor wurde eine Produktivitdt von

6 mM d' bzw. 1,25 g L™ d*fiir die Bildung von 4-Hydroxy-B-jonon erreicht.

CYP21 katalysierte Hydroxylierung von 17a-Hydroxyprogesteron

e

17a-Hydroxy- NADPH + H* NADP*

progesteron 0, H,0 11-Desoxycortisol

— Durch LC-MS/MS Messungen konnte erstmals die intrazellulare Cofaktor-
konzentrationen von Schizosaccharomyces pombe wahrend einer P450

katalysierten Ganzzellbiotransformation bestimmt werden.
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— Unter optimierten Reaktionsbedingungen konnte die Produktivitat der Hydroxy-

lierung mit 540 pM d”' bzw. 18 mg d™ mehr als verdoppelt werden.

CYP106A2 katalysierte Hydroxylierung von Progesteron und Testosteron

YP1 06A2
OH

0]

Progesteron NADPH + H* NADP™ 15B-Hydroxy-
O, H,0 progesteron
OH
YP1 06A
OH
Testosteron NADPH + H* NADP* 15B-Hydroxy-
0O, H,O testosteron

— Im Satzreaktor wurde eine Produktivitat von 11,4 mM d™' bzw. 3,75 g L™ d” fiir die
Hydroxylierung von Progesteron und 18,25 mM d™ bzw. 554 g L' d” fiir die
Oxidation von Testosteron erreicht. Dies entspricht einer Verbesserung von den
Faktor 18 gegenuber den Literaturwerten.

— Durch repetitive Satzreaktoren wurde die Katalysatorausnutzung im Vergleich zu
den Biotransformationen im Satzreaktor verdoppelt. Eine TTN von 2600 fiir die
CYP106A2 und von 100 fir den Cofaktor wurden erreicht. 88 mg 15B-OH-
testosteron und 40 mg 15B3-OH-progesteron konnten in einer Reinheit von 99,5 %
(HPLC) bzw. 95 % (HPLC) hergestellt werden.
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8 Material und Methoden

8.1 Chemikalien und Gerate

8.1.1 Verwendete Chemikalien

Biosolve, Valkenswaard, Niederlande Acetonitril

Methanol
Calbiochem, Bad Soden, Deutschland Chloramphenicol
Codexis, Redwood City, USA NAD*

NADH (Dinatriumsalz)
NADP" (Dinatriumsalz)
NADPH (Tetranatriumsalz)

Fisher Scientific, Hampton, USA 11a-Hydroxyprogesteron
Fluka, Neu-Ulm, Deutschland 5-Aminolevulinsdure
Agar-Agar

Ammoniumchlorid
Diisononylphthalat
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
Glucose Monohydrat
Hefeextrakt

Histidin

Kupfersulfat Pentahydrat
Lysozym

Magnesiumchlorid Hexahydrat
Myo-Inositol

Natriumethanolat
Natriumformiat

Natriumsulfat

Nicotinsaure
Phthalmonopersaure
Testosteron

Trypton

Uracil

Zitronensaure

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland chemisch kompetente E. coli BL21 Star
chemisch kompetente E. coli BL21 (DE3)
KMF Laborchemie, Lohmar, Deutschland 2-Propanol
Aceton
Diethylether
Ethylacetat

Linde AG, Pullach, Deutschland Kohlenmonoxid
Merck, Darmstadt, Deutschland Borsaure

Calciumchlorid Dihydrat
Chloroform
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Resindion, Binasco, Italien

Roth GmbH & Co, Karlsruhe, Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

SPI BIO, Montigny le Bretonneukx,
Frankreich

Dikaliumhydrogenphosphat
Eisen(ll)-chlorid Hexahydrat
Ethanol

Hexan

IL: BMIM (CF3SO,):N

IL: BMIM PFg

IL: EMIM Et,PO,

IL: EMIM MDEGSO,
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumhydrogenphthalat
Kaliumiodid

Kieselgel F60; 254 nm
Natriumhydrogencarbonat
Natriummolybdat Dihydrat
Salzsaure

Toluol

Zinksulfat Heptahydrat

Diaion HP 20L
Diaion HP2MGL
Sepabeads EB BU
Sepabeads EB HG
Sepabeads SP207

Carbenicillin
Isopropylthiogalactosid (IPTG)
Kanamycin

(+)-Phanthothensaure
11-Desoxycorticosteron
11-Desoxycortisol
17a-Hydroxyprogesteron
6B3-Hydroxytestosteron
Adenin

Amberlite XAD 16
Amberlite XAD 4
Amberlite XAD 7

Biotin

Dimethylsulfoxid
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
DNAse

Glycerin

Lewatit VPOC 1163
Mangansulfat Hydrat
Natriumdithionit
Progesteron
Streptomycin

Triton X 100

Tween 80

a-Jonon

B-Jonon

11a-Hydroxytestosteron
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8.1.2 Verwendete Gerate

Analysenwaage
Autoklav
GC

GC Kapillarsaulen

HPLC
HPLC Saule

HPLC Séaule fur das MS

LC-MS/MS
MS

LC

NMR

pH-Meter
Photometer
Rotationsverdampfer
Schuttelschrank
Sonifier
Sterilwerkbank
Thermostat

Zentrifugen

Firma Sartorius, BP211D
Firma Systec, DX 65
Firma Agilent, 7683 series

Firma Macherey & Nagel, Lipodex E 25 m x
0,25 mm

Firma Agilent, 1100 series

Firma Macherey & Nagel, LiChrospher
RP18 EC 5 uM 250 x 4 mm

Firma Phenomenex, Synergi Fusion 4u RP
80A 150*2 mm

Firma AB/MDS Sciex, APl 4000 Triple
Quadrupole Mass Spectrometer

Firma Jasco, X-LC System

Firma Bruker, AMX300 & DMX 600
Firma Metrohm, pH-Meter 691

Firma Shimadzu, UV 1601

Firma Bulchi, Rotavapor R144

Firma Satorius, Certomat — BS 1
Firma Branson, Sonifier W-250
Firma Heraeus, HERASafe 1540V10
Firma Eppendorf, Thermostat plus
Firma Eppendorf, Zentrifuge 5415 D

Firma Beckmann Coulter, Zentrifuge AV-
J20XP

Firma Heraeus, Multifuge 3 S-R

8.2 CYP102A1 aus B. megaterium

8.2.1 Plasmide und Stammbherstellung

Plasmid

Eigenschaften

Quelle

pET28a_P450-BM3

Kan®, CYP102A1 A74G F87V

L188Q R966D W1046S aus B.

megaterium

(Maurer et al., 2005)

pCDF_Duett_FDH

Str® FDH aus M. vaccae 10

Stephanie Bringer-Meyer,
IBT 1

pCDF_Duett_LbADH

Str?, ADH aus L. brevis

Stephanie Bringer-Meyer,
IBT 1
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Die verwendeten Plasmide wurden einzeln nacheinander in chemisch kompetente E. coli
BL21 (DE3) mittels Hitzeschockmethode eingebracht (Hanahan, 1983).

8.2.2 Kultivierung von E. coli BL21 (DE3)

Fur die Vorkultur wurden 50 mL frisches Terrific Broth (TB) Medium, welches die
Antibiotika Kanamycin und Streptomycin als Selektionsmarker in einer Konzentration von
jeweils 50 pg mL™" beinhaltete, mit ca. 200 pL einer Kryokultur beimpft. Die Inkubation
erfolgte im 250 mL Schuttelkolben Uber Nacht bei 30 °C und 160 rpm. Anschlief3end
wurde ein mit 195 mL TB-Medium beflllter 1 L Kolben mit 5 mL Vorkultur beimpft und fir
weitere 3 h bei 30 °C und 160 rpm inkubiert. Durch die Zugabe von IPTG in einer
Endkonzentration von 0,05 mM wurde die Enzymexpression gestartet, bevor die Zellen flr
27 h bei 30 °C und 160 rpm inkubiert wurden.

Danach wurden die Zellen durch Zentrifugation (Beckmann Coulter AV-J20XP) bei
6000 rpm und 4 °C fiir 20 min geerntet. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet
wurde mit 50 mM KP; pH 6 gewaschen und erneut bei 6000 rpm und 4 °C fir 20 min
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde mit dem Zellpellet eine 10 %ige

Zellsuspension (Feuchtgewicht) mit 50 mM KP; pH 6 hergestellt und bei 4 °C gelagert.

8.2.2.1 Glycerinkultur

Zur Vorbereitung der Langzeitkultivierung wurde ein 250 mL Schuttelkolben, der mit
50 mL TB Medium und den entsprechenden Selektionsmarkern beflllt war, mit einer
Kolonie einer Agarplatte beimpft und tber Nacht bei 30 °C und 160 rpm inkubiert. Die
Ubernachtkultur wurde 1:1 mit sterilem Glycerin versetzt und zu je 1 mL in sterile
Kryoréhrchen aliquotiert, bevor sie in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80°C

gelagert wurden.

8.2.3 Chemische Synthese von 4-Hydroxy--jonon
Die Synthese erfolgte laut (Haag et al., 1980).

3 g (15,6 mmol) a-donon wurden in 12 mL Diethylether gelést und in einem 250 mL
Dreihalskolben vorgelegt. 75 mL in Methanol geloster 0,58 M (43,5 mmol)
Phthalmonopersaurelésung wurden mit 75 mL Diethylether verdinnt und bei 0 °C
tropfenweise zu dem Reaktionsansatz gegeben und anschlie3end fiir 48 h bei RT gerthrt.
Zur Aufarbeitung wurde das Reaktionsgemisch mit Diethylether verdinnt und mit
gesattigter Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Nach der Kontrolle auf
vorhandene Peroxide wurde das LdOsungsmittel unter Vakuum abgedampft. Das

Rohprodukt wurde chromatographisch an Kieselgel F60 unter Verwendung des
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Laufmittelgemisches  Toluol:Ethylacetat im  Verhéltnis 9:1 aufgereinigt. Die
entsprechenden UV-aktiven Fraktionen wurden einrotiert und mittels NMR die Identitat
des Produkts Uberpruft (Ausbeute: 1,95 g, 9,3 mmol, 60 %).

1 g (4,8 mmol) des 4,5-Epoxy-4,5-dihydro-a-jonon wurde in 9 mL Methanol gel6st, mit
430 pL einer 1,7 M Natriummethanolatlosung versetzt und fur 24 h unter
Argonatmosphare geruhrt. AnschlieRend wurde das Reaktionsgemisch mit H,O verdinnt
und mit verdinnter Salzsdure neutralisiert bevor es am Rotationsverdampfer eingeengt
und erneut chromatographisch an Kieselgel F60 mit Toluol:Hexan:Aceton 3:6:2
aufgereinigt wurde. Die entsprechenden UV-aktiven Fraktionen wurden vereinigt und das
Lésungsmittel unter Vakuum entfernt. Die weitere Aufreinigung erfolgte durch eine
Kugelrohrdestillation am Hochvakuum (90°C, 10 mbar). Zur Uberpriifung der Synthese
wurden "H-NMR Experimente durchgefiihrt. Ausbeute: 500

mg (30 %). 7 @)
'H-NMR (300 MHz,CDCl5): & = 7,19 (1 H, d, J = 18 Hz, 6
H7)6,12(1H,d, J=18 Hz, H8),4,02 (1 H, s, H4), 2,30 2 | 8 10

(3H,s,H10),1,93 (2H, m,), 1,85 (3 H, s, Me an C 5), 3 A
1,93 -145 (5H, m OH; H2 H3), 107 (3 H, s, Me an OH
C1), 1,04 ppm (3 H, s, Me an C1).

8.2.4 Aktivitatsbestimmung des E. coli Stammes mit CYP102A1
Variante

Die Aktivitatsbestimmungen wurden im 250 mL Schittelkolben mit einem
Gesamtflissigvolumen von 25 mL in 50 mM KP; pH 6,5 durchgefihrt. f-Jonon wurde in
Ethanol vorgeldst und in einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben, die
Cosubstratkonzentration (Formiat bzw. 2-Propanol) betrug 50 mM. Durch die Zugabe des
Biokatalysators in einer Konzentration von 2 g L™ wurde die Reaktion gestartet. Zum
Zeitpunkt t = 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 90 120 min wurden Proben von 900 uL
genommen und fir 1 min bei 99 °C inkubiert. Zur Probenaufarbeitung wurden 20 pL
20 mM a-Jononldsung als interner Standard zugeben. Mit Hilfe von 500 yL Ethylacetat

wurden die Jononderivate extrahiert und anschlieRend mittels GC vermessen.
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8.2.5 Stabilitatsuntersuchungen des E. coli Stammes mit CYP102A1

Variante

Die Zellen wurden bei der entsprechenden Temperatur als 10 %ige Zellsuspension in
50 mM KP; pH 6,5 inkubiert und in regelmaligen Abstand wurde die Aktivitat mit dem

unter Punkt 8.2.4 beschriebenen Assay bestimmit.

8.2.6 Praparative Herstellung und Identifizierung des Nebenprodukts
4-Oxo-B-jonon

20 mg (0,1 mmol) des 4-Hydroxy-B-jonons wurden in 50 mM KP; Puffer pH 6,5 in
Gegenwart von 5 g E. coli CYP102A1 + FDH (Feuchtgewicht) und 1 vol% 2-Propanol im
Schiuttelkolben bei 30 °C inkubiert. Mittels GC wurde die Bildung der unbekannten
Substanz kontrolliert. Nachdem etwa 70 % des Substrats zum Nebenprodukt umgesetzt
waren, wurde die Reaktion gestoppt und der Reaktionsansatz dreimal mit je 25 mL
Ethylacetat extrahiert. Nach Einengen der organischen Phase wurde das Nebenprodukt
mittels praparativer Dinnschichtchromatographie an Kieselgel F 60 mit Hexan:Ethylacetat
im Verhaltnis 3:2 aufgereinigt und isoliert. Zur Strukturaufklarung wurden 'H und *C NMR
Experimente durchgefuhrt.

'H-NMR (600 MHz, CDCl;): 6 =7,25 (1 H, d, J= 18 Hz, H

7),6,19(1H,d,J=18 Hz, H 8), 2,54 (2 H, t, J = 6,3 Hz, 7 @)

H 3), 2,35 (3H,s,H10), 1,91 (2 H, t, J=6,3 Hz, H 2), 6N
1,82(3H,s,MeanC5)1,2ppm (6 H,2x Me an C 1). 2 | 8 9 10
3C-NMR (600 MHz, CDCl3): 5 = 197 (C 9), 189 (C 4),

157 (C 6), 140 (C 7), 133 (C 8), 130 (C 5), 37 (C 2), 34,5 ')
(C1),34(C3),29(C10),27,9 (2x Me an C 1), 13,4 ppm

(Me an C 5).

8.2.7 CYP102A1 katalysierte Oxidation von 4-Hydroxy-B-jonon

In einem 250 mL Schittelkolben mit einem Gesamtflissigvolumen von 25 mL wurde
50 mM KP; pH 6,5 der 50 mM 2-Propanol beinhaltete, vorgelegt. Der E. coli mit
CYP102A1 + LbADH wurde in einer Endkonzentration von 20 g L™ zugegeben und durch
die Zugabe von 1 mM racemischen 4-OH-B-Jonon, das in 1 vol% Ethanol vorgelost
wurde, wurde die Biotransformation gestartet und bei 20 °C und 200 rpm inkubiert. Zu
gegebenen Zeitpunkten wurden 900 uL Reaktionsmedium als Probe genommen und fir
1 min bei 99 °C inkubiert. Zur Probenaufarbeitung wurden diese mit 20 yL 20 mM a-
Jononldsung als internen Standard versetzt, die Jononderivate mit 500 yL Ethylacetat

extrahiert und anschlie3end mittels GC vermessen.
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8.2.8 In situ Produktabtrennung

8.2.8.1 Zweiphasensystem

Die Losungsmittel MTBE, Toluol, Decalin, Chloroform und Ethylacetat und die ILs BMIM
(CF3S02),N und BMIM PFe¢ wurden zur Untersuchung von Zweiphasensystemen
herangezogen. Als Reaktionsgefal® diente ein 250 mL Schittelkolben und ein
zylindrisches Glasgefal® mit einem Volumen von 20 mL. Als wassrige Phase wurde
50 mM KP; pH 6,5 verwendet, der mit reinem Sauerstoff gesattigt wurde. Die organische
Phase bzw. die ionische Flussigkeit wurde jeweils in einem Verhaltnis 1:1 oder 1:5 zur
wassrigen Phase eingesetzt. Das jeweilige Cosubstrat des Enzyms zur
Cofaktorregenerierung wurde in einer Konzentration von 50 mM zugegeben. (-Jonon
wurde in Ethanol vorgeldst und in einer Endkonzentration von 1 mM zugegeben. Durch
die Zugabe des Ganzzellbiokatalysators (E. coli CYP102A1 + FDH/LbADH) in einer
Konzentration von 8 g L' wurde die Reaktion gestartet. Zu gegebenen Zeitpunkten
wurden sowohl von der wassrigen als auch von der organischen Phase/ionischen
Flussigkeit Proben genommen. Bevor die wassrigen Proben mittels GC analysiert wurden,
wurden diese mit 20 yL 20 mM a-Jononlésung (IS) versetzt und anschliefend mit
Ethylacetat extrahiert. Die ionische Flissigkeiten wurden ebenfalls mit IS versetzt und mit
Hexan extrahiert. Zur Untersuchung von Diisononylphthalat als zweite Phase wurden die
Reaktionsbedingungen, die zur Hydroxylierung von a-Pinen angewandt wurden, adaptiert
(Schewe et al., 2009). Die Reaktion wurde genauso im Schuttelkolben durchgefihrt,
allerdings wurde die organische Phase in einem Verhaltnis von 1:2 eingesetzt, wobei der
Anteil von B3-Jonon an der organische Phase 20 vol% betrug. Des Weiteren wurde eine
Cosubstratkonzentration von 1 vol% 2-Propanol eingestellt und durch die Zugabe von
E. coli CYP102A1 + LbADH in einer Konzentration von 8 g L™ wurde die Reaktion
gestartet.

8.2.8.2 Adsorberharze

Zur Vorbereitung wurde die Adsorbermaterialien bei 60 °C getrocknet und anschliel3end
wurden 2 g der Adsorberharze in eine Filterspritze gefiillt, bevor sie mit 5 mL einer
500 mM B-Jononlésung versetzt und bei 30 °C fur 3 — 4 Stunden inkubiert wurden.
Anschliellend wurden die Adsorbermaterialien 3 Mal mit 50 mM KP; pH 6 gewaschen und
gefriergetrocknet. Zur Bestimmung der Beladungskapazitat wurde eine definierte Menge
an Adsorber entnommen und mit Ethanol fir 3 — 4 Stunden inkubiert. AnschlieRend wurde
die Konzentration an B-Jonon in Lésung mittels GC bestimmt und auf die Konzentration

bezogen auf den Adsorber umgerechnet.
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Das Verteilungsverhaltnis zwischen Adsorber und dem wassrigen Reaktionsmedium
wurde bestimmt, indem 1 g Adsorberharze in 25 mL 50 mM KP; pH 6,5 + 1 vol% EtOH fir
4 Stunden inkubiert wurden, sodass sich ein Verteilungsgleichgewicht fir das 3-Jonon
einstellen konnte. Anschlielend wurden die Adsorberharze durch Filtration vom
Reaktionsmedium abgetrennt. 900 yL der wassrigen Phase wurden vor der GC-Analyse
mit 20 yL 20 mM IS versetzt und mit 500 pL Ethylacetat extrahiert. Mit den
Adsorberharzen wurde, wie im obigen Absatz beschrieben, fortgefahren.

Die Biotransformation in Gegenwart der Adsorbentien wurde im 250 mL Schuttelkolben
bei 20 °C und 200 rpm durchgefihrt. 0,6 g mit B-Jonon beladene Amberlite XAD 16 und
1g Sepabeads EB BU wurden jeweils in einem Nylonsack mit einer definierten
Porengrofle von 20 pm zurlckgehalten. 1 vol% 2-Propanol wurde zur Cofaktor-
regenerierung zugegeben und durch die Zugabe von 50 g L™ E. coli CYP102A1 + LbADH
wurde die Reaktion gestartet. In regelmaligen Zeitabstdnden wurden sowohl von der
wassrigen Phase, als auch von den Adsorberharzen Proben genommen. Die wassrigen
Proben wurden wie Ublich aufgearbeitet, wahrend die Adsorberharze gefriergetrocknet
und ausgewogen wurden bevor sie fir 3 — 4 h mit Ethanol inkubiert wurden. Nach

Filtration wurde die ethanolhaltige Losung mittels GC analysiert.

8.2.9 Satzreaktor unter optimierten Bedingungen

50 mM KP; pH 6,5 der DMSO in einer Endkonzentration von 2 vol% beinhaltete, wurde in
einem 250 mL Schittelkolben vorgelegt. 2-Propanol wurde in einer Konzentration von
50 mM zugegeben und eine B-Jonon Konzentration von 1 mM wurde eingestellt. Durch
die Zugabe von 2 g L™ E. coli CYP102A1 + LbADH wurde die Biotransformation gestartet
und bei 20 °C und 200 rpm inkubiert. In regelmaRigen Abstanden wurden 900 uL Probe
gezogen, 1 min bei 99 °C inkubiert. Nach Zugabe von 20 uL 20 mM a-Jonon als internen

Standard wurden die Jononderivate mit Ethylacetat extrahiert und mittels GC analysiert.
8.2.10 Instrumentelle Analytik

8.2.10.1 GC

Die Quantifizierung von Substrat und Produkt erfolgte mit einem GC der Firma Agilent, auf
der Saule Lipodex E (Firma Macherey und Nagel). Die Trennung der beiden Enantiomere
(R)- & (S)-4-OH-B-Jonon, ermoglichte die Anwendung des folgenden Temperatur-
gradienten:

- 130 °C fur 1 min

- A1 °C min™ bis 150 °C

- 150 °C fur 6 min
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- A1°C min” bis 170 °C

Retentionszeiten der analysierten Substanzen:

a-Jonon: 6,6 min

B-Jonon: 8,7 min
- (R)-4-OH-B-Jonon: 24,5 min
(S)-4-OH-B-Jonon: 25,2 min

8.2.10.2 CO-Differenzspektroskopie

Zwei 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefalle wurden mit je 2 mL 10 %iger Zellsuspension
beflllt und fir 5 min bei 14 000 rpm und 4 °C zentrifugiert (Eppendorf 5415 D). Der
Uberstand wurde vollstéandig abgenommen und das Pellet in 1 mL Aufschlusspuffer
(50 mM KPi, 0,10 mM MgCl,, 1 mg mL™" Lysozym, 0,1 pg/mL™" DNAse |, pH-Wert 8,0)
resuspendiert und fiir 2 h bei 35 °C inkubiert. Anschlieltend wurde fir weitere 10 min bei
14 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand jedes Eppendorf-ReaktionsgefalRes
wurde in eine Klvette Uberflhrt und eine Spatelspitze Natriumdithionit wurde zugegeben
bevor die Lésung flr 5 min bei RT inkubiert wurde. Eine der beiden Klvetten wurde flr
1 min mit CO begast und anschlieRend die Absorption zwischen 450 und 490 nm
gemessen. Als ,Nullprobe” diente die nicht begaste Kuvette. Die Cytochrom P450
Konzentration wurde mit Hilfe des molaren Extinktionskoeffizienten €4s0.490 = 91 mM™" cm’
bestimmt (Omura et al., 1964).

8.3 Humane CYP21

Der Stamm Schizosaccharomyces pombe CAD18, welcher das Gen fur die CYP21 tragt,

wurde von der Firma Pombiotech, Saarbriicken hergestellt (Dragan et al., 2006b).

8.3.1 Kultivierung der S. pombe CAD18

200 pL einer Kryokultur wurden auf EMM- Agarplatten, die mit je 0,1 g L™ Uracil, Histidin
und Adenin supplementiert sind, ausplattiert und 3 Tage bei 30 °C inkubiert. Anschlielend
wurden in einem 250 mL Schuttelkolben 25 mL frisches EMM-Medium + Supplemente
vorgelegt, mit ausreichend Zellen einer Platte beimpft und fir 32 h bei 30 °C und 200 rpm
inkubiert. Die Hauptkultur wurde in 1 L Schuttelkolben durchgefihrt, die mit 95 mL
frischen EMM Medium + Supplemente beflllt wurden. Nach der Inokulation mit 5 mL der
Vorkultur wurden die Zellen fiir rund 64 h bei 30 °C und 200 rpm inkubiert.

Durch Zentrifugation (Beckmann Coulter AV-J20XP) bei 6000 rpm und 4 °C fir 20 min
wurden die Zellen geerntet. Nach Verwerfen des Uberstands wurde das Zellpellet mit

50 mM KP; pH 6 gewaschen und erneut bei 6000 rpm und 4 °C flr 20 min zentrifugiert.
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Nach erneuten Verwerfen des Uberstands wurde eine 20%ige Zellsuspension
(Feuchtgewicht) mit 50 mM KP; pH 6 hergestellt, die bei 4 °C gelagert wurde.

8.3.1.1 Glycerinkultur

Die Langzeitlagerung des rekombinanten Spalthefestammes erfolgte als Glycerinkultur.
Zur Vorbereitung wurde ein 250 mL Schiuttelkolben der mit 25 mL sterilem YES-Medium
beflllt wurde, mit Zellen einer EMM Agarplatte beimpft und tGber Nacht bei 30 °C und
200 rpm inkubiert. Die Ubernachtkultur wurde anschlieRend mit 25 mL sterilem Glycerin
verdinnt und zu 1 mL in sterile Kryoréhrchen aliquotiert und in flissigen Stickstoff

schockgefroren, bevor sie bei -80 °C gelagert wurden.

8.3.2 Aktivitatsbestimmung der S. pombe CAD18

In einem 250 mL Schittelkolben, mit einem Gesamtflissigvolumen von 25 mL wurden
50 mM KP; pH 7,5 vorgelegt. 17a-Prog, das in 1 vol% Ethanol vorgeldst wurde, wurde in
einer Endkonzentration von 100 uM zugegeben und durch die Zugabe von 20 g L
S. pombe CAD 18 die Reaktion gestartet und bei 30 °C und 200 rpm inkubiert. Zum
Zeitpunkt t = 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240 min wurden 500 pyL Probe gezogen und fir
1 min bei 99 °C inkubiert. Zur Probenaufarbeitung wurden 25 pL einer 20 mM DOC-
Lésung als interner Standard zugegeben und mit 500 pL Chloroform extrahiert. 400 uL
der organischen Phase wurden entnommen, anschliefiend das Losungsmittel abgedampft
und der Ruckstand erneut in 400 yL EtOH aufgenommen, bevor die Probe mittels HPLC

analysiert wurde.

8.3.3 Stabilitatsuntersuchungen der S. pombe CAD18

Der rekombinante Spalthefestamm wurde als 20 %ige Zellsuspension in 50 mM KP; pH 6
bei einer bestimmten Temperatur inkubiert. In regelmaRigen Abstdnden wurde die

Aktivitat der Zellen, wie unter Punkt 8.3.2 beschrieben, bestimmt.

8.3.4 Loslichkeitsuntersuchungen der Steroide

Die Loslichkeit von 17a-Prog wurde sowohl in reinem Wasser als auch in Gegenwart
verschiedener Cosolventien untersucht. Dabei wurden die Cosolventien in verschiedenen
Konzentrationen von jeweils 1, 2, 5, 10 und 20 vol% eingesetzt. 1 mL der jeweiligen
Lésung wurde mit einer Spatelspitze 17a-Prog versetzt und Uber Nacht bei 30 °C
inkubiert. Am nachsten Tag wurde kontrolliert, ob die Ldsungen noch mit Steroid
Ubersattigt sind, gegebenenfalls 17a-Prog nachdosiert und weiter inkubiert. Anschliel3end

wurden die Ubersattigten Losungen Uber einen 20 um Filter filtriert und mittels HPLC die
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gelésten Mengen an 17a-Prog quantifiziert. Analog erfolgten die Untersuchungen zur

Loslichkeitsbestimmung bei Zugabe von Cyclodextrinen.

8.3.5 Bestimmung der intrazellularen Cofaktorkonzentration der
S. pombe CAD18

Fur die Bestimmung der cytosolischen Cofaktorkonzentration in der stationaren
Wachstumsphase wurden Zellen, die sich im entsprechenden Wachstumsstadium
befanden mittels Zentrifugation abgeerntet und mit 50 mM KP; pH 6 gewaschen (siehe
8.3.1). AnschlieRend wurden pro Messung 1,5 g Biomasse (Feuchtgewicht) mit 2,5 mL
-50 °C 60 vol% Methanol gequencht und fir 5 Minuten bei -20 °C und 10000 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und sowohl unverdiinnt als auch 1:5
verdinnt mittels LC-MS/MS vermessen. Das Zellpellet wurde in 1 mL Methanol (-20 °C)
und 1 mL TE-Puffer (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA, pH 7,0; 4 °C) resuspendiert und
nach der Zugabe von 2 mL Chloroform fir 3 Stunden bei - 20 °C geschittelt. Nach
zehnminutiger Zentrifugation bei -20 °C und 10000 rpm, wurde die wassrige Phase durch
einen 0,2 uM Filter filtriert bevor die Proben unverdiinnt, 1:5 und 1:20 verdiinnt mittels
LC-MS/MS vermessen wurden.

Fur die Bestimmung der intrazellularen Cofaktorkonzentration wahrend der Biotrans-
formation wurden folgende Reaktionsbedingungen zur Steroidhydroxylierung im 250 mL
Schittelkolben gewahlt. 50 mM KP; pH 7 mit Glucose und Methanol in einer
Endkonzentration von 80 g L™ bzw. 5 vol%, diente als Reaktionsmedium. 17a-Prog wurde
in einer Endkonzentration von 250 uM zugegeben und durch die Zugabe von 400 g L™
Spalthefe wurde die Biotransformation gestartet. Zu t = 0, 90, 180 min wurden jeweils 3,75
mL der Reaktionslésung mit 2,5 mL -50 °C kaltem Methanol verdinnt. Anschlielend
wurden die Proben fir 5 min bei -20 °C und 10 000 rpm zentrifugiert. Die weitere
Aufarbeitung erfolgte wie bei der Analyse der Redoxcofaktorkonzentration wahrend der

stationaren Wachstumsphase.

8.3.6 Permeabilisierung der S. pombe CAD18
Um S. pombe CAD 18 mit den Detergenzien Tween 80, Triton X 100,

Hexadodecyltrimethylammoniumbromid (CTAB) zu permeabilisieren wurden die Zellen mit
einer 2 vol% Ldsung der entsprechenden Substanz fur 1 h inkubiert. Bevor die Zellen flr
die Biotransformation eingesetzt wurden, wurden sie zweimal mit 50 mM KP; pH 6
gewaschen (Zentrifugation 14000 rpm, 4 °C, 10 min). Erfolgte die Permeabilisierung durch
Einfrieren in flissigen Stickstoff, so beschrankten sich die Arbeitsschritte auf das

Einfrieren und Auftauen.
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8.3.7 Satzreaktor unter optimierten Bedingungen

Im 250 mL Schiittelkolben, der zu 10 % befillt wurde, wurden 50 mM KP; pH 7,5
vorgelegt, der Glucose und Methanol in einer Endkonzentration von 80 g L™ bzw. 5 vol%
enthielt. Eine Substratkonzentration von 250 yM wurde eingestellt und durch die Zugabe
von 360g L' mit Tween 80 permeabilisieter S. pombe CAD18 wurde die
Biotransformation gestartet. In regelmafRigen Abstanden wurden Proben gezogen, die wie

unter Punkt 8.3.2 beschrieben aufgearbeitet und mittels HPLC vermessen wurden.
8.3.8 Instrumentelle Analytik

8.3.8.1 HPLC

Die Messung der Steroidkonzentration wurde mittels HPLC auf einem Gerat der Firma
Agilent, Palo Alto, USA durchgefuhrt. Als Saule wurde eine LiChrospher 100 RP18 EC-5y,
250 mm *4 mm der Firma CS, Langerwehe, Deutschland verwendet.

- Laufmittel: Acetonitril und Wasser im Verhaltnis 6:4

~  Flussrate: 1 mL min”

- Druck: 120 mbar

- Temperatur: 20 °C
Die Messung der Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von 254 nm.
Retentionszeiten der analysierten Substanzen:

- 17a-Prog: 6,4 min

- RSS: 3,7 min

- DOC: 5,7 min

8.3.8.2 LC-MS/MS

Die Messungen wurden auf einer LC der Firma Jasco (Deutschland) und einem MS/MS
API 400 (AB/MDS Sciex, Applied Biosciences) durchgeflhrt und die Betriebsparameter
des MS wurden von Luo et al. (2007) uUbernommen.
Betriebsparameter Massenspektrometer:
- lonisierung: Elektronensprayionisierung (ESI) mit negativer Polaritat
Betriebsparameter Chromatographie:
- Saule: Synergi Fusion 4u RP 80A 150*2 mm (Phenomenex, Utrecht,
Niederlande)
- Flussrate: 0,25 mL min™
- Laufmittel: TBA Puffer (10 mM Tributylamin, 10 mM Essigsaure, pH 4,95);
Methanol
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- Gradient:
Zeit TBA-Puffer MeOH
3 70 30
5 65 35
7 65 35
10 40 60
13 10 90

Die Quantifizierung der Redoxcofaktoren erfolgte mit Kalibriergeraden, die in Gegenwart

des gleichen biologischen Hintergrunds wie die Proben vermessen wurden.
8.4 CYP106A2 aus B. megaterium

8.4.1 Plasmide und Stammbherstellung

Plasmid Eigenschaften Quelle
BAR Triole AmpR, bovines AdR und AdX, ADH Prof. Rita Bernhardt,
P —fp aus L. brevis Universitat des Saarlandes
pBAR_Twin AmpR, bovines AdR und AdX (Hannemann et al., 2006)
pACYC_FHH2 CapR, CYP106.A2 aus B. (Hannemann et al., 2006)
megaterium

Die verwendeten Plasmide wurden einzeln nacheinander in chemisch kompetente E. coli
BL21 Star mittels Hitzeschockmethode eingebracht (Hanahan, 1983).

8.4.2 Kultivierung des rekombinanten E. coli Stammes mit CYP106A2

Die Kultivierung erfolgte unter den gleichen Bedingungen wie der rekombinante E. coll,
der die CYP102A1 (siehe 8.2.2) exprimiert. Als Selektionsmarker wurden die Antibiotika
Chloramphenicol und Carbenicillin in einer Konzentration von 35 yg mL™ und 50 ug mL™
eingesetzt. Durch die Zugabe von 0,75 mM IPTG wurde die Enzymexpression induziert
und die Kultur fur weitere 36 — 48 h inkubiert. Anschlieffend wurden die Zellen durch
Zentrifugation geerntet und eine 20 %ige Zellsuspension mit 50 mM KP; pH 8 hergestellt,
die bei 4 °C gelagert wurde.

Zur Langzeitlagerung als Glycerinkultur siehe 8.2.2.1.

8.4.3 Herstellung des Zellrohextrakts

Nach dem Ernten der Zellen und der Herstellung einer 20 %igen Zellsuspension wurden
die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Dies geschah im kontinuierlichen Modus mit

einer Verweilzeit von 15 min in der Aufschlusszelle, bei 15 sekindiger Beschallung mit
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jeweils 15 seklindiger Pause. Durch Zentrifugation (Multifuge 3S-R, Heraeus) bei
5080 rpm, 15 min und 4 °C wurden die Zelltrimmer abgetrennt und das Rohextrakt wurde

anschlieltend gefriergetrocknet bevor es bei 4 °C gelagert wurde.
8.4.4 Aktivitatsbestimmung

8.4.4.1 Aktivitatsbestimmung bei der Ganzzellbiotransformation

Die Aktivitatsbestimmung wurde in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefallen bei 30 °C und
1000 rpm durchgefihrt. 475 yL 50 mM Tris-HCI pH 8,5, dem 1 vol% 2-Propanol
zugegeben wurde, wurden vorgelegt. Das jeweilige Substrat Prog bzw. Tes wurde in
Ethanol vorgeldst, bevor es in einer Endkonzentration von 100 yM dem Reaktionsansatz
zugegeben wurde. Durch die Zugabe von 6 g L™ Biomasse wurde die Reaktion gestartet.
Zu gegebenen Zeitpunkten wurde jeweils ein Reaktionsgefald fur 1 min bei 99 °C zur
Inaktivierung des Biokatalysators inkubiert und anschlieRend komplett aufgearbeitet. Als
IS wurde DOC bei der Umsetzung von Prog und RSS bei der Umsetzung von Tes jeweils
in einer Endkonzentration von 0,5 mM zugegeben. Anschliellend wurden die Steroide mit
500 uL Chloroform extrahiert. 200 uL der organischen Phase wurden abgenommen, das
Lésungsmittel abgedampft und der Rickstand in 200 yL Ethanol aufgenommen, bevor die

Proben mittels HPLC analysiert wurden.

8.4.4.2 Aktivitatsbestimmung unter Verwendung des Zellrohextrakts

Als Reaktionsgefalle dienten erneut 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefafe. Die Versuche
wurden in 50 mM Tris-HCI pH 8 in Gegenwart von 1 mM MgCl, durchgefiihrt. 2-Propanol
wurde in einer Endkonzentration von 400 mM zugegeben und eine Substratkonzentration
von 0,5 mM wurde eingestellt. Durch die Zugabe von Lyophilisat in einer Konzentration
zwischen 1und 4 mg mL' wurde die Biotransformation bei 30 °C gestartet. In
regelmaliigen Abstdnden wurden Proben genommen und zur Inaktivierung des
Biokatalysators 1 min bei 99 °C inkubiert. Die Probenaufarbeitung erfolgte wie bei den

Aktivitatsmessungen der Ganzzellbiotransformation.
8.4.5 Stabilitatsuntersuchungen

8.4.5.1 Stabilitaitsuntersuchungen im Rahmen des Temperaturscreenings

Eine 20%ige Zellsuspension bzw. eine 10 mg mL™ haltige Lyophilisatiésung, die zuvor
steril filtriert wurde, wurde bei der jeweiligen Temperatur inkubiert und zu gegebenen

Zeitpunkten die Aktivitat mit dem unter 8.4.4 beschriebenen Assay bestimmt.
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8.4.5.2 Stabilitatsuntersuchungen unter Prozessbedingungen

Die Stabilitdtsuntersuchungen unter Prozessbedingungen erfolgten im repetitiven
Satzreaktor, indem der Umsatz untersucht wurde. Die Durchfuhrung erfolgte im 500 pL
Mafstab in 1,5 mL Eppendorf-Reaktionsgefalien bei 30 °C und 1000 rpm. 50 mM KP;
Puffer pH 8 wurden vorgelegt und Prog, das in Ethanol vorgelést wurde
(Endkonzentration 1 vol%), wurde in einer Endkonzentration von 100 yM zugegeben.
Zusatzlich lagen 650 mM 2-Propanol bei einem der repetitiven Satzreaktoren vor. Durch
die Zugabe von 6 g L Biomasse wurde die Reaktion gestartet und nach 18 h wurde der
Umsatz bestimmt (Probenaufarbeitung siehe Kapitel 8.4.4). Anschliefend wurde die
Biomasse mittels Zentrifugation (10 min, 10 000 rpm) geerntet, zweimal mit 50 mM KP; pH

8 gewaschen bevor diese erneut zur Biotransformation eingesetzt wurde.

8.4.6 Loslichkeitsuntersuchungen der Steroide

Die Loslichkeit von Progesteron und Testosteron wurde wie unter Punkt 8.3.4

beschrieben bestimmt.

8.4.7 Bestimmung der Cofaktorkonzentration des Zellrohextrakts

Zur Bestimmung der Cofaktorkonzentration des Zellrohextrakts wurde eine 10 mg mL™
konzentrierte Zellrohextraktlosung in 50 mM Tris-HCI pH 8, der 1 mM MgCl, enthielt,
hergestellt. Durch Ultrafiltration (Microcons, Firma Millipore) wurden Proteine groRer als
10 kDa abgetrennt, und anschlieRend wurde die L6ésung mit - 50 °C kaltem Methanol 1:1
verdunnt und mittels LC-MS/MS vermessen. Zur Bestimmung der Cofaktorkonzentration
wahrend der Biotransformation wurden folgende Reaktionsbedingungen fur die
Biotransformation gewahlt: Als Reaktionsgefal® wurden 1,5 mL Eppendorf-
Reaktionsgefalle eingesetzt. 500 yL 50 mM Tris-HCI pH 8, der 1 mM MgCl, enthielt,
wurde vorgelegt und Lyophilisat in einer Konzentration von 10 mg mL™" eingesetzt. Durch
die Zugabe von 300 mM 2-Propanol wurde die Cofaktorregenerierung gestartet und in
regelmafiigen Abstanden Proben genommen. Durch Zugabe von 500 pL -50 °C kaltem
Methanol wurde die Biotransformation gestoppt, die Proben ultrafiltriert bevor sie mittels
LC-MS/MS analysiert wurden. AnschlieRend wurde Prog, das in 2-Propanol
(Endkonzentration 100 mM) vorgeldst wurde, in einer Endkonzentration von 0,5 mM
zugegeben und die Steroidhydroxylierung gestartet. In regelmaRigen Abstédnden wurden

Proben genommen und wie oben beschrieben aufgearbeitet.
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8.4.8 Bestimmung des reaktionslimitierenden Schritts der

Biotransformation

Rekombinante E. coli Zellen, die jeweils nur die CYP106A2 bzw. die Elektronentransport-
komponenten AdR/AdX exprimieren, wurden unter den unter Punkt 8.4.2 beschriebenen
Bedingungen kultiviert und anschlieBend aufgeschlossen. Das Zellrohextrakt wurde laut
Punkt 8.4.3 hergestellt. Anschlieend wurde eine Aktivitatsbestimmung bei Zugabe
unterschiedlicher Konzentrationen an CYP106A2 bzw. AdR/AdX vorgenommen (siehe
Punkt 8.4.4.2).

8.4.9 Biotransformation unter optimierten Bedingungen

8.4.9.1 Satzreaktor unter optimierten Bedingungen (V=20 mL)
Als Reaktionsmedium wurde 50 mM Tris-HCI pH 8 mit 1 mM MgCl, verwendet. Die Tes

bzw. Prog Konzentration betrug 0,5 mM, wahrend 400 mM 2-Propanol als Cosubstrat
eingesetzt wurden. Die Hydroxylierung wurde durch die Zugabe von 4 mg mL™" bzw.
10 mg mL" Zellrohextrakt gestartet und in regelméaRigen Abstinden wurden Proben

gezogen und wie beschrieben aufgearbeitet (siehe Punkt 8.4.4.2)

8.4.9.2 Praparativer repetitiver Satzreaktor (V = 250 mL)

FUr die praparativen repetitiven Satzreaktoren wurden die gleichen Reaktions-
bedingungen, wie fir die Satzreaktoren herangezogen. Nach einer Stunde wurde die
Biotransformation gestoppt und das Reaktionsmedium mit 4 g des entsprechenden
Adsorbers versetzt. Amberlite XAD 16 Harze bzw. Sepabeads SP207 wurden zur
Extraktion von 15B3-Prog bzw. 15p-Tes eingesetzt. Nach einstliindiger Inkubation wurden
die Adsorber durch Filtration vom Reaktionsmedium abgetrennt, bevor der nachste
Reaktionszyklus durch die Zugabe von 0,5 mM Prog bzw. Tes gestartet wurde.

Bei Tes als Substrat wurde zuséatzlich zwischen den einzelnen Laufen kontrolliert, ob die
LbADH (Messung des NADP* Verbrauchs bei 340 nm) und die P450 (CO-Differenz-
spektroskopie) noch aktiv sind. AuRerdem wurde beim zweiten Reaktionszyklus 0,1 mM
NADP* zugegeben. Nach dem zweiten Lauf wurde der Reaktionsansatz geteilt, wobei

einem Teil des Batches weiterhin mit 0,7 mM NADP* zugegeben wurden.

8.4.9.3 Produktabtrennung und Aufreinigung

Die mit Steroid beladenen Adsorber wurden anschliefiend dreimal mit je 50 mL Ethanol
gewaschen, wodurch die Steroide in Lésung Ubergehen. Nach Entfernen des Ethanols
unter Vakuum wurden die entstandenen Produkte durch Saulenchromatographie an

Kieselgel F 60 weiter aufgereinigt. Zur Aufreinigung von 153-Prog wurde Chloroform und
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Diethylether im Verhaltnis 9:1 als mobile Phase verwendet, bei 15p3-Tes Diethylether:
Ethanol im Verhaltnis 30:1 eingesetzt. Die UV-aktiven Fraktionen, die das gewlnschte
Produkt beinhalten wurden vereinigt und anschlieRend das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Mit NMR Experimenten wurde die Struktur der einzelnen
Substanzen Uberpruft.

Ausbeute: 45 mg 15B-Prog und 88 mg 15B-Tes

8.4.10 Instrumentelle Analytik

8.4.10.1 Quantifizierung der Steroide mittels HPLC

Die Analyse erfolgte mit der gleichen Methode wie die Untersuchung der Hydroxylierung
von 17a-Prog (siehe Punkt 8.3.8.1), die Retentionszeiten sind:

- Prog: 13 min

- 15B-Prog: 4,1 min
Zur Analyse der Testosteronhydroxylierung wurde Acetonitril:Wasser im Verhaltnis 38:62
eingesetzt. Die Retentionszeiten sind:

- Tes: 19,5 min

- 15B-Tes: 4,05 min

8.4.10.2 LC-MS/MS Messung zur Quantifizierung der Redoxcofaktoren
Siehe Punkt 8.3.7.2

8.4.10.3 MS Messungen zur ldentifizierung der Nebenprodukte

Die Messungen erfolgten auf einem APl 4000 Triple Quadrupol Massenspektrometer
(AB/MDS Sciex; Concord, Canada) mittels APCI lonisierung. Das Declusteringpotential
betrug 60 eV. Die Proben wurden in 50 vol% Methanol gelést und mit einem Fluss von

30 uL min™" ins MS injiziert. lonen im Bereich von 200 bis 400 m/z wurden aufgezeichnet.

8.4.10.4 CO-Differenzspektroskopie
Siehe Punkt 8.2.10.2

8.4.10.5 NMR Messungen
30 mg 15B-Prog und 15B3-Tes wurden in 1 mL CDCI; gel6st und an einem 600 MHz NMR

Geréat der Firma Bruker vermessen. Neben 'H und "*C-NMR Experimenten, wurden 135°
DEPT, COSY und HSQC Experimente durchgefiihrt.
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15B-Hydroxyprogesteron:

'H-NMR (600 MHz, CDCl;): 8 = 5,75 (1 H, s, H 4), 4,32 (1
H, dt, =6 Hz, J4y=2,6 Hz, H 15),2,52 -2,4 (3H, m, H 17,
H 2 und H 6), 2,37 - 2,32 (3 H, m, H2, H 6 und OH 15)
228 -22(2H, m H16),218-215(1H, m H7),215 (3
H,s,H21),209-203(2H, mH1undH 12), 1,97 (1 H,
dq, J; =10 Hz, Jy=3 Hz, H 8) 1,73 (1 H, dt, J; = 13,6 Hz, J4
=5Hz,H1),165(1H,m,H11)1,53 -1,42 (2H, m,H 11 und H 12) 1,22 (3 H, s, H 18),
1,15 ppm (1 H, dq, J; = 13 Hz, Jy=4,2 Hz, H. 7), 1,09 — 1,02 (2 H, m, H 14 und 9), 0,92
ppm (3 H, s, H 19).

3C-NMR (600 MHz, CDCl5): 5 = 208 (C 20), 199,5 (C 3), 170,98 (C 5), 123 (C 4), 70,3 (C
15), 63,5 (C 17), 60,3 (C 14), 53,5 (C 9), 43,5 (C 13), 40,1 (C 12), 38,5 (C 10), 36,2 (C
16), 35,2 (C 1), 34,1 und 32,7 (C 2 und C 6), 31,7 und 31,4 (C 21 und C 8), 31,12 (C 7),
20,93 (C 11), 17,3 (C 18), 15,9 ppm (C 19).

15B-Hydroxytestosteron:

'H-NMR (600 MHz, CDCl5): 8 = 5,75 (1 H, s, H 4), 4,22 (1
H,t, J=7Hz H15),3,60(1H,t J=9Hz H17) 2,62 (1
H, dq, J; =9 Hz, Js=1,5Hz, H 16), 2,48 - 2,41 (2H, m, H
2undH6)2,38-228(2H, m,H2undH®6)2,11(1H, m,
H7)2,05(1H,qd, J; =13 Hz, Jy=3 Hz, H 1), 1,98 (1H,
dq, Jy =13 Hz, Jy=3,7 Hz, H 8) 1,82 (1 H, td, J; = 1,3 Hz,
Jo=12Hz, H12), 1,71 (1H, dt, =14 Hz, Jy=4 Hz,H 1), 1,6 (3 H, m, H 11, OH 15 und
H 16),1,45(2H, m, H 11 und OH 17), 1,23 (3H, s, H 18) 1,12 (1 H, m, H 7), 1,08 (3 H, s,
H19),1,05(1H, m,H12),0,99 (1 H, dt, J; = 11,6 Hz, J; = 1,5 Hz, H9), 0,9-0,8 ppm (1 H,
m, H 14).

3C-NMR (600 MHz, CDCls): & = 199,5 (C 3), 170,9 (C 5), 123,97 (C 4), 81,1 (C 17), 69,13
(C 15), 55,18 (C14), 54,29 (C 9), 43,44 (C 16), 42,24 (C 13), 38,78 (C 10), 37,88 (C 12),
35,8 (C 1), 33,98 und 32,68 (C 2 und C 6), 31,5 (C 8), 31,01 (C 7), 20,58 (C 11) ,17,34 (C
18), 13,75 ppm (C 19).
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