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Zusammenfassung 

Steroidale Verbindungen regulieren u.a. die Mineralstoff-Homöostaste, sowie Immun- und 

Entzündungsreaktionen und sind daher von hoher pharmazeutischer Relevanz. Die Herausforderung 

ihrer industriellen Synthese besteht neben hohen Ausbeuten in der Minimierung der einhergehenden 

Umweltbelastung. Zu diesem Zweck wurden in dieser Arbeit effiziente Ganzzellsysteme etabliert und 

optimiert, welche fähig sind ökologisch nachhaltige Teilsynthesen unterschiedlicher (Seco-) Steroide 

zu katalysieren. Zum einen konnte die effiziente Oxidation von Hydrocortison etabliert werden, welche, 

verglichen mit einem Referenzsystem, eine 1000-fach gesteigerte Cortisonausbeute von 14 g*L-1 

aufwies. Eine SHE-Bewertung demonstrierte zudem eine erhöhte Ökoeffizienz im direkten Vergleich 

zu einem äquivalenten chemischen Verfahren. Ein weiteres Ganzzellsystem ermöglicht eine 

Hydroxylierung von Medran, welche als limitierender Teilschritt der Methylprednisolon-Synthese gilt. 

Hier konnte die Produktausbeute durch Optimierung verdoppelt werden. Die Etablierung einer 

Mischkultur zur Produktderivatisierung führte zu einer weiteren Erhöhung der Premedrolproduktion um 

117% auf >1,5 g*L-1. Außerdem wurde die erste biotechnologische und daher hochselektive 

Hydroxylierung von Vitamin D2 zur Produktion von physiologisch aktiven Metaboliten entwickelt. All 

diese Ergebnisse unterstreichen das große Potenzial von Ganzzellsystemen, die ökologische 

Nachhaltigkeit industrieller Synthesen von Feinchemikalien zu erhöhen. 
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Abstract 

Steroidal compounds regulate the mineral homeostasis as well as immune and inflammatory reactions 

and are, thus, highly relevant for pharma industry. Besides achieving high product yields, the industrial 

synthesis of these compounds is challenging in terms of minimizing accruing environmental pollution. 

For these reasons, this work focused on the establishment and optimization of diverse whole-cell 

systems to catalyze different sub-processes of the (seco-) steroid synthesis in an efficient and 

sustainable matter. In the first part, the efficient oxidation of hydrocortisone was enabled, which resulted 

in a 1000-fold increase of the product yield compared with a reference system. Furthermore, an SHE-

assessment demonstrated improved ecological efficiency in comparison with an equivalent chemical 

process. A second whole-cell system catalyzes the hydroxylation of medrane, a limiting step of 

methylprednisolone synthesis. Here, the product yield was doubled by optimization. Moreover, the 

establishment of a mixed-culture fermentation for subsequent product derivatization led to a further 

enhancement of the premedrol production by 117%, up to 1.5 g L-1. Finally, the first biotechnological 

and thus, highly selective hydroxylation process of vitamin D2 was established for the production of 

physiologically active metabolites. All obtained results highlight the great potential of whole-cell systems 

to increase ecological sustainability for the industrial synthesis of fine chemicals. 
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1. Einleitung 

1.1 Ganzzellkatalyse als zukunftsorientierte Alternative zu chemischen 

Synthesen 

Die pharmazeutische Industrie repräsentiert einen großen Anteil des gesamten Gesundheitsmarkts 

und trägt somit maßgeblich zur globalen Wirtschaft bei. Als Folge der erhöhten Lebenserwartung und 

des zunehmend gesundheitsbewussten Lebenswandels der Bevölkerung steigt die Nachfrage nach 

gesundheitsbezogenen Produkten, was zu einem stetigem Wachstum des Gesundheitssektors führt 

[1]. Infolge der Globalisierung steigt der wirtschaftliche Konkurrenz- und Preisdruck. Diese 

Wettbewerbsbedingungen fördern eine weitere Steigerung der globalen Produktionsmengen, welche 

zunehmend negativen Einfluss auf die Erhaltung der Umwelt ausübt [2]. Eine erhöhte Sensibilisierung 

der Bevölkerung für Klimawandel und Umweltschutz führte daher in den letzten Jahren zu strengeren 

Auflagen in der Abfallentsorgung und Energienutzung (www.bmu.de). Um dem globalen Wettbewerb 

dennoch standzuhalten, besteht zunehmender Bedarf zur Entwicklung alternativer, umweltschonender 

und ökonomischer Verfahren zur nachhaltigen Herstellung pharmazeutischer Produkte [3].  

Zur industriellen Herstellung pharmazeutisch wirksamer Substanzen kommt bisher größtenteils die 

chemische Synthese zum Einsatz. Trotz jahrelanger Prozessoptimierung resultieren solche Verfahren 

immer noch in einer hohen Umweltbelastung, welche auf verschiedenste Faktoren zurückzuführen ist. 

Von großer Bedeutung sind hierbei der Einsatz von umwelttoxischen Substanzen wie etwa 

halogenierten Verbindungen, sowie die Verwendung von entflammbaren, organischen Lösemitteln [4]. 

Diese Reagenzien werden unter hohen Temperaturen und Druckverhältnissen eingesetzt, was große 

Energiemengen erfordert und außerdem ein hohes Belastungspotenzial der Gewässer und der 

Atmosphäre darstellt. Demnach resultieren chemische Synthesen in einem unverhältnismäßig 

negativen ökologischen Einfluss. Um diesen zu minimieren, werden umweltbezogene Maßnahmen 

immer weiter verschärft und infolgedessen effiziente Alternativen zur nachhaltigen Herstellung von 

Pharmazeutika entwickelt (www.bmu.de).  

Die Grundidee zur „grünen Chemie“ schufen 1998 Anastas und Warner, welche die Leitlinien unter 

Berücksichtigung der ökologischen, ökonomischen und sozialen Dimensionen der Nachhaltigkeit 

aufstellten [5]. Als übergeordnete Ziele wurden die Reduktion des Abfallvolumens und des 

Ressourcenverbrauchs bei erhöhter Produktqualität, Energieeffizienz und Sicherheit angestrebt. Um 

diese Ziele zu erreichen, sollte primär die Anzahl der Syntheseschritte reduziert werden, was 

grundsätzlich durch den Einsatz von Enzymen, Organo- oder Metallkatalysatoren zu realisieren war 

[6]. Weiterführend zeigte der Einsatz lebender, mikrobieller oder eukaryotischer Zellen vielseitige 

Anwendbarkeit zur umweltschonenden und selektiven Katalyse einer Vielzahl an komplexen 

Reaktionen. Diese Verfahren beschreiben das Prinzip der Ganzzellkatalyse und weisen aufgrund des 

Einsatzes lebender Organismen einen verringerten  Kosten- und Zeitfaktor im Vergleich zu isolierten 

und immobilisierten Enzymen auf [7]. Ganzzellkatalysen finden in nicht-toxischen, zumeist wässrigen 

Lösemitteln unter physiologischen pH-Werten und Temperaturen statt [8]. Somit verringert sich das 

Belastungsrisiko erheblich im Vergleich zu chemischen Synthesen. Darüber hinaus sind 
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Ganzzellkatalysatoren häufig für mehrere Zyklen einsetzbar oder biologisch abbaubar, was in 

ressourcenschonenden Verfahren resultiert [9]. Eine hohe Regio- bzw. Stereospezifität ermöglicht 

zudem die Katalyse hoch effizienter Reaktionen ohne aufwändige Produktreinigung [10]. Aufgrund 

geringer Generationszeit der Mikroorganismen erfolgt während der Kultivierung eine schnelle 

Generierung von aktiven Zellen, welche die Synthese der katalytisch aktiven Enzyme und benötigter 

Cofaktoren durch zellinterne Mechanismen gewährleisten können. Ganzzellsysteme nehmen 

insbesondere eine zunehmend große Rolle in der industriellen Herstellung steroidaler Pharmazeutika 

ein, da hierfür höchst selektive Modifikationen der komplexen Verbindungen erforderlich sind und diese 

mittels chemischen Synthesen zumeist nur unter extremen Bedingungen durchzuführen sind [11]. 

Diesbezüglich existieren bereits zahlreiche biotechnologische Lösungsansätze, die im Folgenden 

genauer beschrieben werden.  

1.2 Pharmazeutische Relevanz und Synthese steroidaler Verbindungen  

Steroidale Verbindungen bilden eine zentrale Wirkstoffgruppe zur Regulation physiologisch wichtiger 

Prozesse in pro- und eukaryontischen Zellen. Darunter stellen Mitglieder der Sterolklasse wie 

Cholesterol und -derivate wichtige stabilisierende und strukturgebende Komponenten von 

Zellmembranen dar [12]. Diese zeichnen sich durch ein charakteristisches Sterangerüst aus (Abb. 1), 

welches sich aus drei sechsgliedrigen und einem fünfgliedrigen Ring zusammensetzt.  

 

Abbildung 1: Strukturelle Unterschiede von steroidalen Verbindungen. Sterole (schwarz) und Secosteroide (blau) 
enthalten eine hydrophobe Seitenkette (R) variierender Länge (Anzahl der Atome durch tiefstehende Zahlen 
gekennzeichnet). Ausgehend von Sterolen wie Cholesterol erfolgt die Synthese des Steroidhormon-Vorläufers 
Pregnenolon, welche die Abspaltung der Seitenkette erfordert (rot). Den Gallensäuren ist eine Carbonsäure als 
Seitenkette und zumeist eine Hydroxylgruppe in C7 gemein (grün). Calciferole als Vertreter der Secosteroide 
enthalten eine hydrophobe Seitenkette (R). Zusätzlich besteht eine Doppelbindung zwischen C7 und C8 und die 
Aufspaltung des B-Rings (blau).  

 
Deren Bezeichnung erfolgt von A bis D, während die einzelnen Kohlenstoffatome entsprechend mit 

C1–C17 (ggf. bis C19) gekennzeichnet werden. Cholesterol und einige Cholesterolderivate wie 

Ergosterol, Desmosterol enthalten eine zusätzliche hydrophobe Seitenkette C22–C27, welche im 

Menschen im Rahmen der Steroidsynthese abgespalten wird und so das zentrale Vorläufermolekül 

Pregnenolon entsteht. Neben der Synthese von Steroiden dienen Verbindungen der Sterole als 
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Ausgangsverbindungen zur Biosynthese von Gallensäuren und Secosteroiden wie Cholsäuren und von 

Calciferolen [13]. 

1.2.1 Natürliche und synthetische Glucocorticoide 

Ausgehend von Pregnenolon erfolgt in der Nebennierenrinde die Biosynthese der Corticosteroide, 

welche in Glucocorticoide (GC) und strukturell ähnliche Mineralocorticoide (MC) klassifiziert werden 

(Abb. 2A). Natürliche GC (nGC) zeichnen sich vorwiegend durch die Anwesenheit der Hydroxylgruppen 

in den Positionen C11, C17 und/oder C18 am Progesterongerüst aus, welche verantwortlich für die 

spezifische Bindung an den intrazellulären GC-Rezeptor (GR) sind [10,14]. Dessen Aktivierung initiiert 

unter anderem die Repression von proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren wie NF-kB und AP-1 

und folglich eine verminderte Entzündungsreaktion und/oder Immunantwort [15]. Daher werden diese 

Wirkstoffe häufig zur Behandlung von einigen autoimmun-assoziierten Krankheiten wie der 

rheumatoiden Arthritis [16], Addison-Krankheit [17] oder Asthma [18] eingesetzt.  

Aufgrund ihres breiten Einsatzgebietes ist die industrielle Synthese und Modifikation steroidaler 

Verbindungen wirtschaftlich von großer Bedeutung. Sie bilden einen der größten Bereiche in der 

pharmazeutischen Industrie, gemessen an deren globalem Marktwert, welcher mehr als 10 Mrd. Euro 

beträgt [19]. Dieser Wert ergibt sich aus dem enormen Bedarf dieser Wirkstoffe (z.B. Hydrocortison: 

50 t/Jahr), welcher größtenteils mittels chemischer oder semi-synthetischer Herstellungsprozesse 

gedeckt wird [20]. Aufgrund ökologischer Aspekte, die chemische Verfahren mit sich bringen, besteht 

jedoch verstärkt die Notwendigkeit zur Umrüstung hin zu umweltfreundlichen und nachhaltigen 

Verfahren. Daher wurden in den letzten Jahrzehnten erhebliche Fortschritte bei der Entwicklung von 

effizienten biotechnologischen Verfahren erzielt, mit hinreichendem Potenzial, chemische Synthesen 

langfristig ersetzen zu können [6]. 

Ein prominentes Beispiel, welches die Eignung biokatalytischer Ansätze unterstreicht, stellt die 

sogenannte „Upjohn Synthese“ dar. Im Jahr 1952 gelang Peterson and Murray erstmals die (semi-) 

biotechnologische Produktion des zentralen Glucocorticoids Hydrocortison [21]. Hierbei wurde 

Progesteron als Ausgangssubstanz genutzt, welches im initialen Schritt an Position C11 selektiv durch 

Rhizopus arrhizus α-hydroxyliert wurde. Dieser Schritt ist bis heute auf chemischem Wege nicht 

gewinnbringend durchführbar und wird ausschließlich mittels Biokatalysen realisiert [22]. Die 

Anwendung der mikrobiellen Teilsynthese ermöglichte die synthetische Herstellung größerer Mengen 

Cortison und Hydrocortison, welche daraufhin großflächig zur Therapie eingesetzt werden konnten. 

Insbesondere in den letzten zwei Jahrzehnten rückte die Etablierung einer vollständigen 

biotechnologischen Hydrocortisonsynthese verstärkt in den Mittelpunkt der industriellen Forschung. 

Bereits 2003 wurde durch Szczebara et al. die komplette Biosynthese von Hydrocortison aus einfachen 

und günstigen Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Glucose etabliert [23]. Hierzu wurden rekombinante 

Enzyme der Steroidbiosynthese verschiedenen Ursprungs vereint in der Bäckerhefe Saccharomyces 

cerevisiae produziert. Dieses Ganzzellsystem katalysierte die Synthese des Glucocorticoids mit 

beträchtlicher Produktselektivität von nahezu 80%, wies jedoch lediglich Produktkonzentrationen im 

unteren mg L-1-Bereich auf. Mit dem Ziel die Produktivität zu steigern, wurde der Fokus der 

biotechnologischen Forschung zunehmend auf die Etablierung und Optimierung einzelner 
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Syntheseschritte gerichtet. So erfolgte etwa die Seitenkettenspaltung bei Cholesterol oder 

Phytosterolen industriell durch ein Bacillus megaterium (B. megaterium)-Ganzzellsystem mit 

katalytischer Aktivität des bovinen Cytochroms P450 (P450) CYP11A1 [24,25]. Ebenso erwiesen sich 

rekombinante, E. coli-basierte Ganzzellsysteme als geeignet für derartige biotechnologische 

Verfahren, wie etwa zur C11-Hydroxylierung des 11-Deoxycortisols zur Hydrocortisonsynthese [26] 

oder zur C21-Hydroxylierung von 17α-Hydroxyprogesteron [27].  

Aufgrund der strukturellen Analogie zu Verbindungen der MC, weisen GC wie etwa Hydrocortison, 

vergleichbare Affinität zum MR auf. Die medikamentöse Therapie mit nGC initiiert daher 

Transaktivierungen des MR, resultiert jedoch in einer abgeschwächten mineralocorticoiden Wirkung. 

Diese ist auf eine schnellere Dissoziation durch die zusätzliche C17-Hydroxylgruppe zurück zu führen  

[14,28,29] (Abb. 2A). Dennoch kann sich diese Eigenschaft in unerwünschten MC-assoziierten 

Nebenwirkungen wie etwa Bluthochdruck, Hypokaliämie und Wassereinlagerungen manifestieren, 

welche zu häufigen Komplikationen während der GC-Therapie zählen [30]. Daher erfolgt heutzutage 

zunehmend die Anwendung von synthetischen GC (sGC), welche durch modifizierte funktionelle 

Gruppen im Steroidgerüst angepasste Eigenschaften aufweisen. So bewirkt eine Δ1-Dehydrierung im 

Hydrocortisongerüst die Synthese des zentralen sGC Prednisolon, welches eine verringerte 

mineralocorticoide Wirkung im Vergleich zu seinem natürlichen Analogon Hydrocortison aufweist [31]. 

Ausgehend von dieser Verbindung können durch chemische Modifikationen weitere sGC synthetisiert 

werden, welche unterschiedliche Affinitäts- und Dissoziationskinetiken zum GR und MR aufweisen [32–

34] (Abb. 2B, rechts). Dies ermöglicht die Entwicklung einer Auswahl an Wirkstoffen mit variierender 

Potenz, biologischer Halbwertzeit und MC-assoziierten Nebenwirkungen, welche für unterschiedliche 

Anwendungsgebiete eingesetzt werden können (Abb. 2C).  

Die Eignung biotechnologischer Verfahren zur Herstellung dieser modifizierten Wirkstoffe konnte 

kürzlich durch Etablierung eines rekombinanten E. coli Ganzzellsystems demonstriert werden [35,36] 

Dieses katalysiert die C21-Funktionalisierung wichtiger Intermediate Medran und Deltamedran, in der 

Synthese des sGC Methylprednisolon (Abb. 2B, links). 
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Abbildung 2: Übersicht über die natürliche Synthese von Glucocorticoiden und die anschließende Modifikation 
mit entsprechender Rezeptorselektivität und pharmakologische Wirksamkeit im Menschen. (A) Dargestellt ist die 
Biosynthese natürlicher Steroidhormone (grün), welche in Progestagene (mintgrün), Mineralocorticoide (hellgrün) 
und Glucocorticoide (dunkelgrün) eingeteilt werden. (B) Anschließende Modifikationen ausgehend von den 
Verbindungen 17-Hydroxyprogesteron, Hydrocortison und Cortison stellen die Produktionswege zur Synthese 
synthetischer Glucocorticoide dar (gelb). (C) Die pharmazeutisch relevanten Glucocorticoide sind aufgelistet in 

Bezug auf Rezeptorselektivität, Wirksamkeit und biologischer Halbwertszeit [30,37]. Die Angabe der 

Rezeptorselektivität erfolgte als Faktor normiert auf Hydrocortison (Faktor 1). 
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1.2.2 Vitamin D-Metaboliten 

Neben Cholesterol, der vorherrschenden Steroidvorstufe, dienen weitere, strukturähnliche Sterole wie 

7-Dehydrocholesterol oder Ergosterol als Vorläufer zur Bildung von Calciferol-Verbindungen. Hierbei 

handelt es sich um den Oberbegriff einer Reihe biologisch aktiver Vitamin D-Verbindungen, aus deren 

Stammstruktur sich die Isoformen D3 und D2 ableiten. Vitamin D3 ist zum Großteil tierischer Herkunft, 

wohingegen Vitamin D2 vorwiegend aus Pilzen und Mykoplasmen gewonnen wird [38]. Sie zählen zur 

Gruppe der Secosteroide, welche aus dem mit Steroidverbindungen gemeinsamen Vorläufermolekül 

Lanosterol zu 7-Dehydrocholesterol oder Ergosterol (Provitamin D3 und D2) und durch die nachfolgende 

Öffnung des B-Rings zu Prävitamin D gebildet werden [39] (siehe Abb. 3).  

 

Abbildung 3: Vitamin D-Synthese und strukturelle Unterschiede zwischen Vitamin D2 und D3. Der gemeinsame 
Vorläufer Lanosterol, ein Intermediat der Cholesterolbiosynthese, wird im Menschen in 9-18 Reaktionsschritten zu 
Provitamin D synthetisiert. Durch Bestrahlung von Wellenlängen im UV-Bereich erfolgt eine Aufspaltung des B-
Rings und Bildung von Prävitamin D. Eine nachfolgende, intermolekulare Umstrukturierung mündet in der Bildung 
des Vitamin D. Die hydrophobe Seitenkette C22-C27 ist mit R gekennzeichnet (gelb) und variiert je nach Vitamin 
D-Form (gezeigt auf hell- und dunkelgelbem Untergrund). Die Hydroxylierung zur Produktion des metabolisch 
aktiven Metaboliten 25-OH-Vitamin D3 ist auch möglich durch die enzymatische Aktivität von CYP109E1 und 
CYP109A2 aus B. megaterium, wohingegen für Vitamin D2 bisher kein biotechnologischer Hydroxylierungsprozess 
beschrieben wurde.  

 

Dies erfolgt durch einen photolytischen Prozess, ausgelöst durch UV-Exposition der äußeren Haut- 

bzw. Zellschicht, in denen die höchsten Konzentrationen des 7-Dehydrocholesterols bzw. Ergosterols 

enthalten sind. Anschließend erfolgt die hitzeinduzierte Isomerisierung zu Vitamin D3 (Cholecalciferol) 

oder D2 (Ergocalciferol) [40]. Im menschlichen Organismus werden diese Substanzen durch eine Reihe 

von Hydroxylierungsreaktionen modifiziert, wodurch sie erst volle biologische Wirkung durch die 

erhöhte Affinität zum Vitamin D Rezeptor erlangen [41]. Die Modifizierungen erfolgen zum einen in der 

Leber durch die Aktivität diverser P450 (CYP27A1, CYP2J3, CYP2R1, CYP3A4), welche die 

Hydroxylierung an der Position C25 katalysieren. Der resultierende Metabolit 25-Hydroxyvitamin D 

(25(OH)VD) dient als Hauptspeicherform des Vitamin D, welcher im Blutplasma zirkuliert [42]. 

Schließlich erfolgt in der Niere eine erneute Hydroxylierung durch CYP27B1 an C1 zur Bildung der 

biologisch aktivsten Verbindung 1α,25-Dihydroxyvitamin D (1α,25(OH)2VD) [43]. Alternativ dazu kann 
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eine zweite Hydroxylierung von 25(OH)VD an Position C24 durch CYP24 zur Generation des 

Metaboliten 24,25-Dihydroxyvitamin D (24,25(OH)2VD) erfolgen [44]. Eine verringerte UV-Exposition 

oder unzureichende Vitamin D-Aufnahme kann zu einem Mangel der biologisch aktiven Vitamin D-

Derivate im Blutserum führen. Um diesem Mangel vorzubeugen oder ihn zu beseitigen, erfordert dies 

eine exogene Supplementierung dieser Verbindungen. Hierbei zeigte sich, dass die orale Aufnahme 

aktiver 1α,25(OH)2VD Verbindungen zu einer verbesserten Calciumregulation und Phosphat-

metabolisierung führt und zudem anti-inflammatorisch wirkt  [45]. Die Aufnahme der Vorstufe 

25(OH)VD erzeugte einen präventiven, therapeutischen Effekt gegen chronische Nierenkrankheiten 

und cholestatische Lebererkrankungen [46,47]. 24,25(OH)2VD konnte eine biologische Rolle in der 

Knochenreparatur und Knorpelentwicklung zugesprochen werden [48]. Obwohl die biologische 

Wirksamkeit von Vitamin D2 - im Vergleich zu Vitamin D3 Derivaten nicht vollständig bekannt ist, gelten 

jedoch erstere in der Schweiz und den USA als prädominant verschriebene Vitamin D-Isoform [49–52]. 

Zudem wird durch das wachsende Interesse an Präparaten aus nicht-tierischen Rohstoffen auch in der 

EU mit einem steigenden Bedarf von Vitamin D2 Präparaten gerechnet [53].  

Die Herstellung dieser Wirkstoffe erfolgt zumeist auf chemischem Wege, welche eine Vielzahl 

aufwendiger Syntheseschritte und die Verwendung von toxischen Halogenverbindungen bei hohen 

Reaktionstemperaturen erfordert und lediglich geringe Produktausbeuten erzielt [54]. Diesbezüglich 

erlangt die Entwicklung effizienter, biokatalytischer Methoden wachsende Relevanz für die industrielle 

Produktion solcher Substanzen und ist zudem von hoher ökologischer und ökonomischer Bedeutung. 

Bisher wurde die biotechnologische Produktion ausschließlich durch P450 in mikrobiellen 

Ganzzellsystemen demonstriert [55], darunter CYP105A1 aus Streptomyces griseolus [56,57] und 

CYP107 (Vdh)  aus  Pseudonocardia  autotrophica [58]. Neueste Ansätze unseres Arbeitskreises 

lieferten effiziente Hydroxylierungsreaktionen von Vitamin D3 durch CYP109E1 [59] und CYP109A2 

[60] aus B. megaterium. Diese zeigten erhöhte 25-Hydroxylierungsaktivität gegenüber Vitamin D3 um 

den Faktor 5 bzw 7 im Vergleich zur produktivsten CYP105A1 Mutante aus S. griseolus [55,61]. 

 

1.3 Modifikation individueller Positionen im Steroidgerüst mit Hilfe von 

Ganzzellsystemen 

1.3.1 Funktionalisierung von gesättigten C-H-Bindungen   

Die Biosynthese sowie die biotechnologische Herstellung von Verbindungen auf Steroidbasis erfordert 

unter anderem die Aktivierung chemisch inerter C-H-Bindungen und die Integration reaktiver 

Hydroxylgruppen ins Substratmolekül. Die Katalyse solcher Reaktionen ist chemisch unter gemäßigten 

Reaktionsbedingungen nahezu unmöglich durchführbar [62]. Dies geht auf Unterschiede der 

quantenmechanischen Zustände des Sauerstoffs und der Substratverbindungen zurück: Stabile 

Substratmoleküle liegen generell im Singulett-(low-Spin) Zustand vor, wohingegen molekularer 

Sauerstoff einen Triplett-(high-Spin) Zustand aufgrund ungepaarter Elektronen aufweist [63]. Direkte 

Reaktionen zwischen Triplett- und Singulett-Molekülen sind chemisch nur durch eine Spin-Umkehrung 

unter hoher Energieeinwirkung durchführbar. Daher ist molekularer Sauerstoff bei Raumtemperatur 

generell unreaktiv. Die Verwendung von Enzymen mit Übergangsmetallionen wie Fe3+ im aktiven 
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Zentrum (Häm) ermöglicht eine direkte Interaktion mit dem Sauerstoffmolekül im Triplett-Zustand was 

zur Bildung der Disauerstoff-Addukte führt, die zur Integration des Sauerstoffs in das Substrat fähig 

sind [62]. Solche Reaktionen werden vorwiegend durch Enzyme der Cytochrom P450 Klasse 

katalysiert, weshalb sie auch als Monooxygenasen bezeichnet werden. Aufgrund ihres Potentials, eine 

Vielzahl an organischen Verbindungen synthetisieren zu können, finden sie zunehmend Anwendung in 

der pharmazeutischen und biotechnologischen Industrie [64,65].  

1.3.1.1 Cytochrome P450 (P450) 

Bei P450 Enzyme handelt es sich um Häm-Thiolat Proteine, welche in der Lage sind, unterschiedliche 

Arten von Reaktionen zu katalysieren, darunter Alkoholoxidation, N-Oxidation;  

N-, O-, S–Desalkylierung; und C-C–Spaltung [62], wobei die prädominante Reaktionsart die 

Hydroxylierung und Aktivierung von inerten C-H–Bindungen darstellt. Die Klasse der P450 Enzyme 

umfasst insgesamt mehr als  41000 (Stand 2018) klassifizierte Mitglieder, welche bisher in Pro- und 

Eukaryonten, sowie Archaea und Viren nachgewiesen werden konnten [66]. Die Klassifizierung und 

Nomenklatur von P450 Enzymen in Familien und Unterfamilien erfolgt nach Nebert et al. mittels 

Übereinstimmungen der individuellen Proteinsequenzen. Proteine derselben Familie weisen mehr als 

40% und Isoformen einer Unterfamilie mehr als 55% Sequenzidentität auf [67]. Die einheitliche 

Nomenklatur individueller P450 Enzyme beginnt mit der Abkürzung CYP, gefolgt von einer arabischen 

Zahl als Bezeichnung der P450 Familie. Ein Buchstabe kennzeichnet die jeweilige Unterfamilie, gefolgt 

von einer weiteren arabischen Zahl zur Identifikation der individuellen Isoform. Die gebräuchliche 

Bezeichnung P450 steht für „Pigment 450“ und beschreibt den spektralen Zustand im reduzierten CO-

gebundenen Komplex, welcher in einem charakteristisches Absorptionsmaximum bei 450 nm resultiert 

[68]. Maßgeblich hierfür ist das konservierte Cystein, welches als eines der zwei axial-koordinierten 

Liganden des Hämeisens innerhalb des Protoporphyrin IX über eine Thiolatbindung mit dem 

Proteinrückgrat verknüpft ist [62,69]. Die zweite axiale Position wird durch einen Wasserliganden 

besetzt, welcher als sechster Ligand im Ruhezustand schwach gebunden vorliegt. Die vier äquatorialen 

Koordinationsstellen des zentralen Fe3+ Ions hingegen sind durch die Stickstoffatome des 

Protoporphyrin IX gebunden [70] (Abb. 4, Verbindung 1). 
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Abbildung 4: Katalytischer Zyklus von Cytochromen P450 zur Aktivierung von inerten C-H Verbindungen. Das 
Eisenion (rot) des Häms ist durch die vier Stickstoffatome zentral im Protoporphyrin IX angeordnet und über eine 
Thiolatgruppe mit dem Cysteinrückgrat des Cytochroms P450 verbunden. Als sechster Ligand liegt Wasser 
schwach gebunden am Eisenion vor. Die Verbindung durchläuft mehrere Reaktionsschritte und wird zu 
unterschiedlichen Sauerstoff- (rot) gebundenen Komplexen (4-7) umgesetzt, was zur Integration des molekularen 
Sauerstoffs in das Substrat R-H (blau) dient. I-III stellen mögliche Entkopplungsreaktionen dar, die den 
vollständigen Ablauf des katalytischen Zyklus unter Verlust des gebundenen Sauerstoffs unterbrechen (grau). 
Abbildung modifiziert nach Ener et al. and Hammerer et al. [71,72]. 
 

Die Bindung eines Substrates bewirkt eine Verdrängung des Wassermoleküls vom Hämeisen (Fe3+) 

(1). Der nun fünffach-koordinierte Enzym-Substrat-Komplex (2) wechselt vom low-spin- in den high-

spin-Zustand, was das Redoxpotential vermindert und die Reduktion des Fe3+ zu Fe2+ unter 

Bereitstellung eines Elektrons erleichtert wird (3). Dies führt zur anschließenden Bindung von 

Sauerstoff und resultiert somit in der Bildung des Sauerstoff-P450-Komplexes (4). Anschließend wird 

dieser durch das zweite Elektron und nachfolgender Protonierung zum Hydroperoxo-Fe3+-Intermediat 

(5) oxidiert. Es folgt die zweite Protonierung des distalen Sauerstoffs, was in der Heterolyse der  

O-O–Bindung mündet und zur Bildung von Wasser und eines Ferryl-oxo-π–Kation Radikals (6) führt. 

Die anschließende Dissoziation des hydroxylierten Substrates vom aktiven Zentrum stellt den 

ursprünglichen Ruhezustand (1) wieder her, so dass der katalytische Zyklus von Neuem beginnen 

kann.   

Unter physiologischen Bedingungen kommt es häufig zu sog. „Shunt-Pathways“, ausgelöst durch 

vorzeitige Dissoziationen der reaktiven Sauerstoffspezies vom Häm-Eisen. Solche Reaktionen führen 

zur Oxidation der Reduktionsäquivalente NAD(P)H, resultieren aber nicht im gewünschten Produkt 

aufgrund einer frühzeitigen Dissoziation des Substrates. Beispielsweise kommt es beim „Autoxidase 

Shunt“ (I) zur Freisetzung eines Superoxidanions O2·−, wodurch der Komplex 4 zu Intermediat 2 zerfällt. 

Die am besten untersuchte Nebenreaktion ist der „Peroxid Shunt“ (II). Hierbei setzt das Hxdroperoxo-

Fe3+-Intermediat (5) Sauerstoff frei, welches unter Aufnahme eines Protons zu Wasserstoffperoxid wird. 
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Dies führt ebenfalls zum Zerfall des Komplexes und zur Bildung von Verbindung 2. Beim „Oxidase 

Shunt“ (III) wird dagegen das Ferryl-oxo-π-Kation Radikal (6) unter Verbrauch von 2 NAD(P)H-

Molekülen zu Verbindung 2 und Wasser reduziert [70]. 

Da die meisten P450 nicht befähigt sind, die zwei essentiellen Elektronen (siehe Verbindungen 2/3 und 

4/5) direkt von den Reduktionsäquivalenten NAD(P)H zu abstrahieren, erfolgt dieser Schritt zumeist 

über spezielle Redoxproteine. Es sind bisher eine Vielzahl an Redoxsystemen bekannt, die in 

insgesamt zehn Klassen unterteilt sind. Bei Säugetieren sind lediglich Klasse 1 und 2 enthalten [73], 

wobei Klasse 1 zu den mitochondrialen Systemen zählt und aus drei separaten Redoxproteinen 

besteht. Diese beinhalten das lösliche Ferredoxin (Fdx), die membranassoziierte Ferredoxin 

Reduktase (FdR) und das membrangebundene P450. Hier erfolgt die Aufnahme der Elektronen von 

NADPH durch die FAD-Domäne der FdR, welche nachfolgend über das Eisen-Schwefelcluster  

[2Fe–2S] des Fdx zum Häm-Eisen des P450 transferiert werden [74]. Klasse 2 Redoxsysteme, welche 

überwiegend im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert sind, bestehen in ihrer einfachsten Form 

aus zwei membrangebundenen Proteinen, das P450 und die NADPH-P450-Reduktase (CPR). 

Letzteres enthält zwei prosthetische Gruppen, FAD und FMN welche die CPR befähigen, beide 

benötigte Elektronen von NADPH auf das P450 zu übertragen. Der N-Terminus der CPR weist eine 

hohe Sequenzhomologie zu Fdx auf, wohingegen der FAD-enthaltende C-Terminus den Fdx-NADP+-

Reduktasen und NADH-Cytochrom b5 Reduktasen homolog ist [75,76]. Ein alternativer Weg zur 

geschwindigkeitsbestimmenden Übertragung des zweiten Elektrons durch die CPR ist unter 

Beteiligung eines weiteren Proteins beschrieben. Diese kann durch Aktivität des Cytochroms b5 (Cyt b5) 

effizienter und schneller erfolgen, wodurch vermutlich der Zerfall des Sauerstoff-P450-Komplexes unter 

Bildung eines Superanion-Radikals verhindert werden kann [77]. Überdies wird Cyt b5 eine Rolle als 

allosterischer Faktor des P450 [78] oder als Komponente zur Bildung eines stabilisierten Intermediats 

des Sauerstoff-P450-Komplexes  zugeschrieben  [79,80]. 

1.3.1.2 Biotechnologische Anwendung von P450  

Insbesondere zur Durchführung von regio- und stereoselektiven Aktivierungen von C-H-Bindungen 

zeigt die Anwendung biokatalytischer Methoden mithilfe von P450 großes Potenzial. Hierzu kommen 

bakterielle, sowie rekombinant produzierte P450 zur Etablierung effizienter, biotechnologischer 

Prozesse zum Einsatz. Insbesondere eine rekombinante Expression von P450, welche im natürlichen 

Steroidstoffwechsel von Säugetieren beteiligt sind, zeigten in der Vergangenheit hocheffiziente 

Ansätze zur Entwicklung nachhaltiger Methoden in der Herstellung steroidaler Verbindungen. So 

konnte das Potenzial einiger E. coli-basierter Ganzzellsysteme, durch heterologe Expression der 

humanen CYP11B1 [26] und CYP21A2 [81] demonstriert werden. Insbesondere bei Letzterem zeigte 

der Wechsel zur bovinen Form industrielle Anwendbarkeit als Teilprozess zur effizienten Produktion 

des sGC Methylprednisolon [36]. Das mikrosomale CYP21A2 ist im endoplasmatischen Retikulum 

lokalisiert und nimmt dort einen zentralen Stellenwert im Steroidmetabolismus ein. Es katalysiert die 

selektive Hydroxylierung der GC und MC-Vorläufer Progesteron und 17α-Hydroxyprogesteron zu  

11-Deoxycorticosteron und 11-Deoxycortisol (Abb. 2A). Darüber hinaus zeigt CYP21A2 C21-

Hydroxylierungsaktivität gegenüber den sGC Medran und Deltamedran [35], und fungiert als 

potentieller Biokatalysator in der industriellen Methylprednisolonproduktion (Abb. 2B). Die 
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Hydroxylierung und somit Funktionalisierung dieser Verbindungen durch chemische Verfahren 

erfordert mehrere Reaktionsschritte, darunter die Integration von Schutzgruppen und die Bildung von 

toxischen Halogenverbindungen [82]. Die hierbei entstehenden Nebenprodukte erfordern aufwendige 

Trennungsverfahren, was die Effizienz der chemischen Synthese zusätzlich stark herabsetzt. Zur 

Vermeidung dieser Aspekte zeigte sich die Anwendung eines alternativen, biotechnologischen 

Verfahren als besonders geeignet. Zu diesem Zweck konnte ein E. coli Ganzzellsystem etabliert und 

optimiert werden, welches diese Reaktion durch Aktivität der rekombinanten bovinen CYP21A2 und 

des hefestämmigen Redoxsystems Arh/etp1fd hochselektiv katalysiert [35,36]. 

Zur optimalen, heterologen Expression von P450 spielt die Wahl der Ganzzellsysteme eine bedeutende 

Rolle. Der Einsatz eukaryotischer Ganzzellsysteme ermöglicht die Expression von 

membranassoziierten P450 Systemen, jedoch zeigte die Anwendung von prokaryotischen Systemen 

oftmals vergleichbar höhere Produktausbeuten [26,27,83,84]. Als Alternative zum häufig genutzten 

E. coli-basierten Modellsystem erlangte auch das grampositive Bodenbakterium B. megaterium seit 

einigen Jahrzehnten zunehmende Einsatzfähigkeit bei unterschiedlichen biotechnologischen 

Prozessen. So erfolgte bereits der Einsatz zur Produktion von industriell relevanten Komponenten wie 

Vitamin B12 [85], Penicillin G Acylase [86], α- und β-Amylase [87,88]. Neben einer hohen 

Proteinproduktionskapazität, Plasmidstabilität und einer 100-fachen Zellgröße im Vergleich zu E. coli, 

zeigte dieses Bakterium insbesondere zur Umsetzung hydrophober Substanzen großes Potenzial 

[89,90]. Eine weitere Besonderheit liegt darin, dass dieses Bakterium zusätzlich wirtseigene P450 

produziert, welche ebenfalls katalytische Aktivität gegenüber Terpenen, Fettsäuren, Statinen, 

Steroiden und weiteren hydrophoben Substanzen aufweisen.  

So zeigen Isoformen der CYP106-Familie aus B. megaterium 15β- oder 7β-Hydroxylierungsaktivität 

gegenüber einigen steroidalen Verbindungen. Diese umfassen GC wie Prednisolon, Dexamethason, 

Cortison, Testosteron, Progesteron, Corticosteron und 11-Deoxycorticosteron [91,92] oder Pregnan-

Verbindungen wie Pregnenolon, 17α-Hydroxypregnenolon und DHEA [93]. Darüber hinaus zählen 

weitere komplexe Strukturen wie Di-, Tri- und Sesquiterpene wie etwa Abietin- [94] und 11-Keto-

Boswelliasäure [95] [96] [97] zu ihrem Substratspektrum. Eine weitere besondere Rolle nimmt ein P450 

der CYP109-Klasse aus B. megaterium in der Aktivierung von Vitamin D-Verbindungen durch selektive 

Hydroxylierungen am Secosteroidgerüst ein. Isoformen dieser P450-Klasse katalysieren neben der 

phylogenetisch eng verwandten CYP106-Familie den Hauptanteil der steroidalen Umsatzreaktionen 

der B. megaterium P450 [98]. Insbesondere das dieser Klasse zugehörige, cytosolische CYP109E1 ist 

befähigt, neben einigen Terpenen und Statinen [99], steroidale Verbindungen wie Testosteron [100] 

oder Cholesterol [101] selektiv zu hydroxylieren. Letzteres erfolgt in den Positionen C24 und C25, 

welche ebenfalls für VD3 als Substrat beobachtet wurden [59]. Insbesondere zur C25-Hydroxylierung 

von VD und 1α-(OH)VD stellt dieser Biokatalysator durch zukünftige Weiterentwicklung eine 

Möglichkeit zur biotechnologischen Herstellung biologisch aktiver Vitamin D-Präparate dar.   

1.3.2 Oxidoreduktion von C-O Bindungen 

Die Oxidation und Reduktion von Steroidverbindungen repräsentieren Teilschritte der natürlichen GC-

Biosynthese und werden ebenfalls zur Biokatalyse und chemischen Synthese für die Modifikation 
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steroidaler Verbindungen angewandt. Unter physiologischen Bedingungen dient die Reduktion von 

Carbonylgruppen im Steroidgerüst vorwiegend zur Abnahme der Hydrophobizität der Substanzen. Dies 

erleichtert zum einen die renale Ausscheidung der Verbindungen, [102] zum anderen kann deren 

Affinität zu Plasmaproteinen erhöht werden, welche für den Steroidtransport über den Blutkreislauf 

verantwortlich sind [103]. Im Gegensatz dazu führt eine Oxidation hydrophiler Gruppen im GC-Molekül 

in einigen Fällen zu einer verringerten Rezeptoraktivierung. Dieser Mechanismus dient dem 

physiologischen Schutz vor einer Rezeptor-Überaktivierung in Geweben mit hoher GC-Produktion wie 

etwa in Ovarien, Hoden und Plazenta [104]. Die gesteigerte Hydrophobizität der Verbindungen bewirkt 

zudem eine erleichterte Diffusion über zelluläre Membranen und Zugänglichkeit zu intrazellulären 

Steroidrezeptoren, was zur Modulierung der Bioverfügbarkeit von steroidalen Wirkstoffen von großer 

Bedeutung ist [105].  

1.3.2.1 Short-chain Dehydrogenase/Reduktase (SDR)-Superfamilie  

Bei den katalysierenden Proteinen handelt sich fast ausschließlich um Mitglieder der SDR-

Superfamilie, deren mehr als 3000 Mitglieder eine relativ geringe Primärsequenz Homologie von 10–

30% zueinander aufweisen [106]. Lediglich wenige Aminosäurereste und Proteinstrukturen sind 

konserviert [107], welche für die Transformation von Alkoholen/Ketonen und Bindung der beteiligten 

Cofaktoren zuständig sind. So bildet die N-terminale Rossmann-Faltung den Bereich zur Dinukleotid-

Cofaktorbindung. Hierbei sind spezielle basische/saure Aminosäurereste am Ende des C-terminus des 

zweiten β-Strangs entscheidend. Ausschließlich NADP(H)-selektive Enzyme tragen zwei basische 

Aminosäurereste (Arginin oder Lysin), da diese spezifisch an das 2‘Phosphat des Cofaktors binden 

[108]. Die Struktur des substratbindenden Bereichs hingegen variiert, abhängig von der SDR-Unterart, 

enthält jedoch stets vier Aminosäuren Asparagin, Serin, Tyrosin, Lysin (Asn-Ser-Tyr-Lys), welche 

zusammen die „katalytische Tetrade“ bilden (Abb. 5). Diese dient als Proton-Übertragungssystem und 

ist entscheidend im Reaktionsmechanismus der SDR-Proteine beteiligt (Abb. 5) [109]. Das 

Reaktionsspektrum klassischer SDR umfasst Reduktionen von C=C und C=N Doppelbindungen, sowie 

Dehalogenierung, Isomerisierung, Dehydratisierung und Decarboxylierung [107,110]. Der Großteil 

entspricht jedoch NAD(P)(H)-abhängigen Oxidoreduktionen von Hydroxyl- oder Carbonylgruppen 

kleiner Moleküle wie Alkohole, Ketone, Polyole, Xenobiotika oder Steroide [107]. Dieser 

Reaktionsmechanismus erfolgt über eine Stabilisierung der Substrat-Carbonyl- bzw. -Hydroxylgruppe 

durch das Serin und Tyrosin im aktiven Zentrum [111]. Wie am Beispiel der Oxidation von Hydrocortison 

gezeigt, findet innerhalb des aktiven Zentrums die Übertragung eines Protons der Substrat-

Hydroxylgruppe auf das reaktive Sauerstoff-Atom des Tyrosinrestes statt (Abb. 5). Tyrosin dient hierbei 

als Säure/Base Katalysator und ist Teil der katalytischen Tetrade. Das überschüssige Wasserstoffatom 

der Substrat-Carbonylgruppe wird auf das Pyridin des NADP+ übertragen, was zur intermolekularen 

Umlagerung der Elektronen im Pyridinring und Bildung des Cofaktors NADPH führt. Eine 

abschließende Regeneration von Tyrosin erfolgt hierbei durch die Beteiligung von Asparagin, Lysin, 

des Lösemittels und der 2‘OH Gruppe der Ribose des oxidierten Cofaktors NADP+ [109,112]. Dagegen 

verläuft die Reduktion der Carbonylgruppe im Cortisonmolekül analog in umgekehrter Reihenfolge und 

Richtung unter Anwesenheit von NADPH. 
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Abbildung 5: Reaktionsmechanismus der SDR-Familie zur Oxidoreduktion von Cortison und Hydrocortison. Zur 
Oxidation der Hydroxylgruppe des Hydrocortisons (grüne Pfeile) erfolgen mehrere Umlagerungen unter 
Beteiligung von NADP+ und der katalytischen Tetrade Asn-Lys-Tyr-Ser (blau) im aktiven Zentrum der SDR 
Proteine. Die Umkehrreaktion (Reduktion; rote Pfeile) erfolgt revers analog unter Beteiligung von NADPH. 

 

Proteine der SDR-Familie finden in zahlreichen biotechnologischen Bereichen zur Steroidmodifikation 

Anwendung, unter anderem bei der 20β-Hydroxylierung diverser Steroide [113] oder bei der  

Δ1-Dehydrogenierung von Hydrocortison zur Herstellung des zentralen sGC Prednisolon [114–121]. 

Ebenso nehmen sie eine wichtige Rolle als NAD(P)(H)-Regenerationssysteme in Cofaktor-abhängigen 

Reaktionen ein. Diese katalysieren zeitgleich zur Zielreaktion eine gegenläufige Oxidoreduktion und 

somit eine erneute Bereitstellung des benötigten Cofaktors. Mit dieser Methode können in vielen Fällen 

signifikante Mengen der teuren Nukleotid-Cofaktoren NAD(P)H und NAD(P)+ eingespart werden bei 

einer zeitgleich gesteigerten, katalytischen Effizienz. Dafür kommen hauptsächlich Alkohol 

Dehydrogenasen (ADHs, E.C. 1.1.1) zum Einsatz, eine Unterart der SDR-Superfamilie. Ein 

prominentes Beispiel repräsentiert die NADP(H)-abhängige LbADH aus Lactobacillus brevis, welche 

eine besonders hohe Lösemitteltoleranz und ein breites Substratspektrum an Ketonen und Alkoholen 

aufweist und daher als wichtiges Werkzeug in der Biotechnologie fungiert [122].  

1.3.2.2 11β - Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1 (11βHSD1) 

Ein für diese Arbeit relevantes Mitglied der SDR-Familie ist die Hydroxysteroid Dehydrogenase 1 

(11βHSD1). Dieses Enzym ist im endoplasmatischen Retikulum (ER) von Säugetieren lokalisiert und 

katalysiert die NADP(H)-abhängige Oxidoreduktion von Hydrocortison und Cortison über die ER-

Membran [123]. Es handelt sich demnach um ein bidirektionales Enzym, dessen Reaktionsrichtung 

vom Redoxzustand der beteiligten Cofaktoren abhängig ist [124]. Unter physiologischen Bedingungen 

ist in den meisten Zellarten die Reduktion von Cortison begünstigt, da dieses im Vergleich zu 

Hydrocortison eine höhere Affinität zum Enzym aufweist und außerdem im ER ein hohes 

NADPH/NADP+ Verhältnis vorliegt. Dieses wird durch die ebenfalls im ER befindliche Hexose-6-

Phosphat Dehydrogenase (H6PDH) aufrecht erhalten, welche die Regeneration von NADPH unter 

Verbrauch von Glucose katalysiert [125–127]. Eine umgekehrte Reaktionsrichtung, also die Oxidation 
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von Hydrocortison, kann zumeist in Präadipozyten beobachtet werden, in denen keine H6PDH 

vorhanden ist [124]. 11βHSD1 besitzt ein breites Substratspektrum und kann neben Cortison und 

Hydrocortison unterschiedliche weitere Verbindungen umsetzen. Zum einen weist es eine dem 

Cortison/Hydrocortison homologe Aktivität gegenüber weiteren GC wie Corticosteron,  

11-Dehydrocorticosteron und Prednison auf [128]. Zum anderen zeigt es Interkonversionsaktivität 

gegenüber unterschiedlichen 7-Hydroxy/7-Ketosterolen wie 7-Hydroxy/7-Keto-dehydroepi-

androsterone, 7-Hydroxy/7-Keto-Pregnenolon [129] und 7-Hydroxy/7-Keto-Cholesterol [130]. Darüber 

hinaus wurde eine Aktivität zur Epimerisierung zwischen 7α- und 7β-Steroiden über die Bildung eines 

7-Oxo-Intermediats [131–133] beobachtet, sowie eine Aktivität gegenüber Gallensäuren [134] und 

einigen Xenobiotika [135–137]. Strukturell betrachtet besitzt 11βHSD1 eine einzelne 

Transmembrandomäne am N-Terminus, welche die ER-Membran komplett durchspannt und mit einer 

kurzen N-terminalen Region in das Cytosol hineinragt. Die katalytische Domäne hingegen befindet sich 

im ER Lumen [123,138]. Der C-Terminus bildet eine hydrophobe Oberfläche [139,140] welche 

Interaktionen zwischen 11βHSD1-Monomeren, sowie mit Phospholipiden der ER-Membran ermöglicht. 

Außerdem unterstützt er die kontrollierte Führung des Substrates über die Membran und erleichtert 

dessen Zutritt zum aktiven Zentrum [139]. Aufgrund fehlenden ER-assoziierten Membranstrukturen in 

prokaryotischen Zellen führt die rekombinante Expression des wildtypischen 11βHSD1 zu inaktiven 

Aggregaten im bakteriellen Cytosol [141,142]. Durch die Entfernung des N-Terminalen 

Sequenzabschnitts gelang es Walker et al. erstmals, die humane 11βHSD1 in E. coli zu exprimieren. 

Zudem wurde beschrieben, dass das Fehlen von eukaryotischen Glykosylierungen, von 

intermolekularen Disulfidbrücken und des Membranankers nicht essentiell zur katalytischen Aktivität 

des Enzyms beitragen [141]. Im Vergleich zur humanen Variante wurde gezeigt, dass die N-terminal 

verkürzte 11βHSD1-Variante aus Cavia porcellus (C. porcellus) eine erhöhte Löslichkeit im 

rekombinanten System aufweist [143]. Durch die Verkürzung und Modulierung der C-terminalen 

Sequenz konnte diese zusätzlich gesteigert werden [143,144]. Diese Modifikationen trugen wesentlich 

zur Entwicklung eines biotechnologisch nutzbaren Ganzzellsystems bei, welches die Reduktion von 

Cortison zu Hydrocortison im g*L-1-Bereich durch die Coexpression eines NADPH-

Regenerationssystems ermöglichte [144].  

1.3.3 Veresterung von C-OH Bindungen  

Die Veresterung von Hydroxylgruppen mit kurzkettigen Carbonsäuren im Steroidgerüst repräsentiert 

eine weitere Möglichkeit zur Modifikation von GC, welche die Herstellung pharmazeutisch relevanter 

Verbindungen ermöglicht. Steroidester können aufgrund ihrer erhöhten Hydrophobizität und 

erforderlichen Metabolisierung nach externer Aufnahme in Form von Resorptionsestern, 

Depotsteroiden oder sogenannten „Prodrugs“  vielseitig im pharmazeutischen Bereich eingesetzt 

werden [145]. Darüber hinaus kann diese Art der Modifikation als Werkzeug in der industriellen 

Synthese von GC und anderen komplexen Verbindungen genutzt werden. Carbonsäureester dienen in 

einigen chemischen Verfahren als klassische Schutzgruppen, welche die Oxidation von reaktiven 

Hydroxylgruppen wie etwa im Steroidgerüst verhindern können [146]. Darüber hinaus kann das 

chemische Gleichgewicht von Hydroxylierungsreaktionen durch Derivatisierung des Produktes in 

Richtung der Produktseite verschoben werden, eine Strategie, welche die Produktausbeute in 
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biokatalytischen Verfahren maßgeblich erhöhen kann [20]. Zu deren chemischer Synthese kommen 

jedoch häufig umweltschädigende Reagenzien wie Säurechloride, Anhydride oder Pyridin und extreme 

pH-Bedingungen zum Einsatz. Darüber hinaus sind diese Reaktionen stark abhängig von molaren 

Verhältnissen der Reagenzien, da diese die Selektivität und Nebenproduktbildung erheblich 

beeinflussen [147,148].  

Um diese Reaktion in empfindliche, biotechnologische Prozesse integrieren zu können und gleichzeitig 

deren Umwelteinfluss gering zu halten, bedarf es Methoden, die unter moderaten 

Reaktionsbedingungen durchgeführt werden können. Als umweltschonende Alternative zur 

chemischen Produktion von Steroidester wurden bereits einige biotechnologische Ansätze 

beschrieben, welche durch die Anwendung von mikrobiell produzierten Hydrolasen durchgeführt 

wurden. Bei den beschriebenen Reaktionen konnten bisher ausschließlich die Veresterungen der 20-, 

22-, 25-, 26-, 3- und 17-Hydroxylgruppen nachgewiesen werden [149,150]. Dagegen fand bei 

bisherigen Berichten über mikrobielle C21-Veresterungen von Steroidverbindungen, bis auf folgend 

beschriebe Ausnahme, keine Zuordnung zu spezifischen Enzymen statt [151–153].    

1.3.3.1 Chloramphenicol Acetyl Transferase 1 (CAT1) 

Durch die katalytische Aktivität der Chloramphenicol Acetyl Transferase 1 (CAT1) konnte kürzlich eine 

selektive und effiziente C21-Veresterung von Steroiden demonstriert werden [154]. Bei diesem Enzym 

handelt es sich um ein Mitglied der Transferasen, das in vielen Bakterien eine Resistenz gegenüber 

dem Antibiotikum Chloramphenicol (CAM) vermittelt und zu diesem Zweck häufig zu 

molekularbiologischen Zwecken genutzt wird [155]. Die Inaktivierung von CAM erfolgt durch die CAT1-

vermittelte Übertragung der Acetylgruppe des Cofaktors AcetylCoA und der Veresterung mit einer der 

Hydroxylgruppen des CAM-Moleküls (Abb. 6A). Diese Modifikation verhindert die Bindung von CAM an 

die 50S-Untereinheit des Ribosoms und macht es somit unwirksam. Es wird vermutet, dass der 

Reaktionsmechanismus des C21-hydroxylierten Steroids analog zu dem des CAM als Substrat abläuft. 

[154]. Im Detail erfolgt die Veresterung am Beispiel des Cortisons durch eine Deprotonierung der C21-

Hydroxylgruppe und die Übertragung des zugehörigen Protons auf das Imidazol, welches als Teil des 

Histidin-195 im aktiven Zentrum von CAT1 als katalytische Base agiert. Anschließend erfolgt ein 

nukleophiler Angriff des verbleibenden Sauerstoffanions der Steroidverbindung auf die C2-

Carbonylgruppe des AcetylCoAs. Es entsteht ein tetraedrisch angeordnetes Intermediat, wobei das 

Sauerstoffatom des AcetylCoAs und des Serin-148 in CAT1 an dasselbe Wasserstoffatom gebunden 

sind. Schließlich kommt es zum spontanen Zerfall dieses Intermediats, woraus die Produkte 

Cortisonacetat und HS-CoA hervorgehen (Abb. 6B) [156,157]. Es zeigte sich, dass durch CAT1 einige 

natürliche sowie synthetische Glucocorticoide (u.a. Hydrocortison, 11-Deoxycortisol und Prednisolon) 

in vitro sowie im E. coli Ganzzellsystem selektiv acetyliert werden konnten [154].  
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Abbildung 6: Reaktionsmechanismus der CAT1. A: Acetylierung von Chloramphenicol im katalytischen Zentrum 
von CAT1 unter Beteiligung von AcetylCoA. Es erfolgt eine Übertragung eines Protons von einer Hydroxylgruppe 
des Chloramphenicols auf das Imidazol im Histidin-195 (His195). Anschließend folgt ein nukleophiler Angriff auf 
die Carbonylgruppe des AcetylCoA (rote Pfeile). Der Zerfall des Intermediats resultiert im acetylierten Produkt und 
HS-CoA. B: Analog zu Reaktionsmechanismus in A erfolgt die Acetylierung der C21-Hydroxylgruppe des 
Cortisons.  

 

1.4 Limitierungen von Ganzzellsystemen zur Steroidsynthese 

Die in dieser Arbeit dargestellten Reaktionsmechanismen repräsentieren die vorherrschenden 

Modifikationswege der natürlichen Glucocorticoid- und Secosteroidbiosynthese. Darüber hinaus 

zeigten einige Beispiele, dass die genannten Biokatalysatoren auch zur Umsetzung von synthetischen 

und somit oftmals zu pharmazeutisch wirksameren Verbindungen fähig sind [35,128,154,158]. Der 

biotechnologische Einsatz dieser Enzyme bietet großes Potenzial, die ökologische Nachhaltigkeit der 

industriellen Produktion dieser Wirkstoffe, im Vergleich zu chemischen Methoden, deutlich zu steigern 

[159,160]. Insbesondere mikrobielle Ganzzellsysteme bewiesen in der Vergangenheit große Eignung 

zur nachhaltigen Synthese von Steroiden und anderen komplexen Verbindungen [161]. Gezielte 

Optimierungen ermöglichen hierbei effizientere Katalysen der gewünschten Reaktionen unter 

gleichzeitiger Reduktion benötigter Rohstoffe, des Energieaufwands und der Reaktionsschritte. In den 
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folgenden Kapiteln werden Prozesse zur Optimierung von Ganzzellkatalysen in den ersten Phasen der 

Entwicklung dargestellt.  

Hierbei ist zunächst die Charakterisierung geeigneter Enzyme und die Identifizierung ihrer Substrat- 

und Produktspektra von großer Wichtigkeit (siehe Charakterisierung und Vitamin D Synthese durch 

CYP109E1 [59,100]). Aufgrund der hohen Komplexität lebender Systeme ergeben sich während der 

Optimierung von Ganzzellkatalysen allerdings besondere Herausforderungen für die Synthese von 

Produkten in großer Menge und Reinheit. Ein unselektives Substrat- und Produktspektrum ist zwar 

hilfreich bei der Ermittlung neuer Synthesewege, jedoch müssen bei Letzterem unerwünschte 

Nebenprodukte für industrielle Anwendungen aufwendig entfernt werden. Zudem erfolgt die Bildung 

von Nebenprodukten zumeist auf Kosten der Produktausbeute (siehe Hydrocortisonoxidation durch 

CYP106A2 [91]). Desweiteren beeinflussen das gewählte Expressionssystem und die 

Expressionsbedingungen die Produktionsdynamik der rekombinanten Proteine. Eine überhöhte 

Produktionsmenge und -geschwindigkeit kann daher zu einer Fehlfaltung der Proteine und Bildung 

inaktiver Aggregate im Cytosol des Expressionswirtes führen. Dagegen kann durch die Aktivität 

schwacher Promotoren eine herabgesetzte Genexpression erfolgen, die im Ganzzellsystem, aufgrund 

verlangsamter Katalyse in geringen Produktausbeuten resultiert (siehe Steroidacetylierung, [162]).  

Für viele Reaktionen ist die Konzentration der erforderlichen Cofaktoren wie NAD(P)H maßgeblich für 

die Effizienz entscheidend. Aufgrund der hohen Kosten dieser Verbindungen (NADPH 1330 €/g; 

NADP+ 434 €/g [Merck]) ist die externe Zugabe in stöchiometrischen wie auch katalytischen Mengen 

unökonomisch für eine industrielle Anwendung (siehe Hydrocortisonsynthese mittels 11βHSD1, [144]). 

Insbesondere bei P450-katalysierten Reaktionen übernimmt zusätzlich die Effizienz der 

Elektronenübertragung von Reduktionsäquivalenten auf das P450 eine wichtige Rolle, welche durch 

die Löslichkeit und die molaren Verhältnissen der jeweiligen Redoxproteine zueinander beeinflusst wird 

(siehe Medranhydroxylierung durch CYP21A2 [36]).  
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1.5 Ziel der Arbeit 

Das übergreifende Ziel dieser Arbeit besteht in der Etablierung und Optimierung von Ganzzellsystemen 

zur nachhaltigen Produktion von steroidalen Pharmazeutika. In diesem Zusammenhang sollen 

geeignete biotechnologische Strategien zum Zwecke der verbesserten regio- und stereoselektiven 

Modifikation der Ausgangsverbindungen entwickelt oder optimiert werden. Dies verfolgt einerseits das 

Ziel, eine erhöhte Wirtschaftlichkeit durch gesteigerte Produktselektivität und -ausbeute zu erreichen. 

Zum anderen stellen die dargestellten biotechnologischen Synthesen eine umweltschonendere 

Alternative zu entsprechenden chemischen Prozessen dar.  

Der erste Teil der Arbeit befasst sich mit der Optimierung rekombinanter Ganzzellsysteme zur Synthese 

metabolisch aktiver Glucocorticoidverbindungen. In diesem Zusammenhang sollen bestehende 

Verfahren zur verbesserten Anwendbarkeit in industriellen Prozessen optimiert werden. Dies umfasst 

zum einen die Oxidation von Hydrocortison zu Cortison, welches als Modellsynthese zur Oxidation von 

C11-Hydroxylierten Steroidverbindungen und zur Demonstration der Anwendbarkeit von 

Ganzzellsystemen dient. Abschließend soll diese Reaktion zusätzlich im Hinblick auf ökologische 

Nachhaltigkeit beurteilt und einem vergleichbaren chemischen Prozess gegenübergestellt werden. Zum 

anderen soll ein bereits industriell angewendeter biotechnologischer Teilschritt zur Synthese von 

Methylprednisolon optimiert werden. Diesbezüglich soll zusätzlich eine Derivatisierung des Produktes 

Premedrol erfolgen, um das Reaktionsgleichgewicht in Produktrichtung zu verschieben und eine 

mögliche Produktinhibierung zu minimieren. Dies ist durch ein weiteres Ganzzellsystem zur 

Steroidacetylierung zu ermöglichen, welche die simultane Derivatisierung in einer Mischkultur 

katalysiert.  

Der zweite Teil der Arbeit umfasst die Erschließung eines neuen biotechnologischen Verfahrens zur 

selektiven Hydroxylierung von Vitamin D2. Diese Reaktion erfolgte bislang ausschließlich mithilfe von 

synthetischen, umweltbelastenden Prozessen mit geringer Produktausbeute. Ein biotechnologischer 

Ansatz könnte eine ökologisch nachhaltige Alternative hervorbringen, welche neben einer hohen 

Produktselektivität eine gesteigerte Ausbeute aufweist. Hierzu dient das CYP109E1 aus B. megaterium, 

welches bereits 25-Hydroxylierungsaktivität gegenüber den strukturverwandten Verbindungen 

Cholesterol und Vitamin D3 Metaboliten aufwies.  
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2. Wissenschaftliche Publikationen 
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2.1 Lisa König et al. (2019)  

High-yield C11-oxidation of hydrocortisone by establishment of an efficient whole-cell system in Bacillus 

megaterium 

 

Lisa König, Philip Hartz, Rita Bernhardt, Frank Hannemann 

Metabolic Engineering, 2019;55:59‐67. doi: https://doi.org/10.1016/j.ymben.2019.06.005 

Reprinted with the permission of Elsevier. 
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Supplementary information 

 

Table S1: List of used primers for cloning in this work 

Primer name Sequence (5’ → 3’) Description 

11ßHSD_PacI_for GTACTTAATTAAAAATCAAGGAGGTGA

TGTACAATGAACGAAAAATTCCGTCCA

G 

Forward primer for 11β-HSD1 amplification (PacI 

site (italic), followed by RBS (bold) and start 

codon of ORF (underlined)) 

11ßHSD_NotI_rev GTACGCGGCCGCTTAAGCCCAACGACC

G 

Reverse primer for 11β-HSD1 amplification (NotI 

site (italic), and stop codon of ORF (underlined)) 

HSD_Y274stop_Not1 CATGGCGGCCGCTTATAATTTTTCGTTA

GATAATACGTTATCCC 

Reverse primer for 11β-HSD1 amplification (C-

terminally truncated version)  (NotI site (italic), 

and stop codon of ORF (underlined)) 

Spe1_LbADH_for GTACACTAGTAAAATCAAGGAGGTGAA

TATACAATGTCTAACCGTTTGGATGGT 

Forward primer for LbADH amplification (SpeI 

site (italic), followed by RBS (bold) and start 

codon of ORF (underlined)) 

LbADH_NheI_for GTACGCTAGCAAATCAAGGAGGTGAA

TATACAATGTCTAACCGTTTGGATGG 

Forward primer for LbADH amplification (NheI 

site (italic), followed by RBS (bold) and start 

codon of ORF (underlined)) 

LbADH_PacI_rev CATGTTAATTAACTATTGAGCAGTGTAG

CCACC 

Reverse primer for LbADH amplification (PacI 

site (italic), and stop codon of ORF (underlined)) 
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Figure S1: HPLC chromatogram of cortisone conversion in B. megaterium MS941 containing an empty pSMF2.1 

expression vector 

Following a 24 h expression period in M9CA medium at 37°C, the biotransformation of cortisone was performed in M9CA 

medium at the same temperature after adjustment of 180 g L-1 cell density (WCW). The reaction was conducted for 24 h in 2 

mL reaction volume containing 25% DMSO and 1 mM cortisone with or without supplementation of 2.5% acetone. Extracted 

steroids were quantified by RP-HPLC.  
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Figure S2: Relative NADP+ content in dependency of different cultivation conditions. 

The expression periods of 27 h using p0706_XNC were carried out at 37°C in M9CA medium. The following cultivation was 

performed at 37°C in reused M9CA expression medium. The control reactions contained DMSO (25% v/v) and the other 

reaction cultures were supplied with 0 or 2.5% (v/v) acetone  and/or  0 or 50 mM hydrocortisone. Samples were taken after 6 

and 24 h and their NADP+ content was analyzed. The mean values of triplicates after a 6 h and 24 h cultivation were depicted 

as relative NADP+ contents standardized to the corresponding control mean value.  
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Figure S3: Effect of Tween-20 on 11β-HSD1 dependent cortisone formation in B. megaterium after 24 h  

Gene expression in MS941/pARA_XNC was conducted in TB medium for 24 h after induction with 0.4% arabinose. The 

biotransformations of hydrocortisone were carried out in test tubes containing 2 mL reaction volume. The cells were suspended 

in 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) by adjustment of 100 g L-1 WCW. The reactions contain varying 

concentrations of Tween-20, 10% DMSO, 2.5% acetone and 15 mM hydrocortisone. Steroid quantification was conducted by 

RP-HPLC analysis. The results represent the mean of three conversion experiments, performed in simultaneously. Error bars 

indicate respective standard deviations.  
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Figure S4: Effect of increasing hydrocortisone concentrations on 11β-HSD1 dependent cortisone formation in B. 

megaterium after 24 h  

Gene expression in MS941/p0706_XNC was conducted in M9CA medium for 24 h. The biotransformations of hydrocortisone 

were carried out in test tubes containing 2 mL reaction volume. The cells were suspended in previously used medium by 

adjustment of 180 g L-1 WCW. The reactions contain varying concentrations of the substrate hydrocortisone using the same 

final concentrations of DMSO (25 %) and acetone (2.5%). Steroid quantification was conducted by RP-HPLC analysis. The 

results represent the mean of three conversion experiments, performed simultaneously. Error bars indicate respective standard 

deviations. 
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Figure S5: pH monitoring during cortisol bioconversion in B. megaterium MS941  

The whole-cell biotransformation of cortisol was performed in different expression and conversion media. The grey line shows 

development of pH of cortisol conversion reaction potassium phosphate buffer when cells were previously cultivated in TB; 

The black line represents values of pH monitoring in M9CA medium, recycled after expression period for conversion. The 

reactions were carried out using 25% DMSO, 2.5% acetone final concentration and 180 g L-1 WCW in the presence of 15 mM 

hydrocortisone. 
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2.2 Lisa König et al. (2020a)  

Identification and circumvention of bottlenecks in CYP21A2 ‐ mediated premedrol production using 

recombinant Escherichia coli 

 

Lisa König, Simone Brixius-Anderko, Mohammed Milhim, Daniela Tavouli-Abbas, Michael C. Hutter, 

Frank Hannemann, Rita Bernhardt 

Biotechnology and Bioengineering. 2020;117(4):901‐911. doi: https://doi.org/10.1002/bit.27246 

Reprinted  with  the  permission  of  Wiley.   
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Supplementary information 

Table S1: Primers used for site-directed mutagenesis in M210 of bovine CYP21A2 and cloning of 

cytochrome b5. The modified triplets are depicted in bold.  

F_M210V   

R_M210V  

F_M210G  

R_M210G   

F_M210A   

R_M210A   

F_M210F   

R_M210F   

F_M210I   

R_M210I   

F_SalI_T7*   

R_T7term_SmaI   

CTATTCAAATTTTAGATGTGGTACCATTCTTACGTTTCTTC 

GAATGGTACCACATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC 

CTATTCAAATTTTAGATGGCGTACCATTCTTACGTTTCTTC 

GAATGGTACGCCATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC 

CTATTCAAATTTTAGATGCAGTACCATTCTTACGTTTCTTC 

GAATGGTACTGCATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC 

CTATTCAAATTTTAGATTTCGTACCATTCTTACGTTTCTTC 

GAATGGTACGAAATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC 

CTATTCAAATTTTAGATATTGTACCATTCTTACGTTTCTTC 

GAATGGTACAATATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC 

GATCGTCGACAAATTAATACGACTCTCTATAGGGAGACC 

CCCGGGTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACC 

 

Table S2: concentration of recombinant bovine enzymes CPR-27, cytochrome b5 and CYP21A2  

 concentration of purified protein [µM] 

bovine CPR-27 146  

bovine cytochrome b5 670  

bovine CYP21A2 375  
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Figure S1: Time-dependent in vitro conversions of medrane to its 21-hydroxylated product premedrol 

in dependence on the CYP21A2 to CPR ratio. The in vitro conversions of 100 µM medrane were 

performed utilizing purified bCYP21A2 and CPR in 50 mM potassium phosphate buffer. Independent 

samples were measured within the linear range (3, 5, 10 and 30 min) via RP-HPLC. Error bars indicate 

the respective standard deviation. P450: CYP21A2; CPR: bCPR-27. 

 

 

Figure S2: Conversion efficiency of WT CYP21A2 co-expressed with cytochrome b5 in dependence on 

the substrate concentration. Biotransformations were performed using varying medrane 

concentrations (1.2 to 8 mM) in KPi buffer supplemented with 32 µg mL-1 polymyxin B and 8 % glycerol. 

Reaction takes place in 2 mL reaction volume in test tubes. Samples were taken after 24 h conversion 

time and premedrol production was quantified via RP-HPLC. Values correspond to the mean of three 

conversion experiments. Error bars indicate the respective standard deviation. 
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2.3 Lisa König et al. (2020b)  

Mixed-culture Fermentation for Enhanced C21-hydroxylation of Glucocorticoids 

 

Lisa König, Sabine Szczesny, Simone Brixius-Anderko, Rita Bernhardt, Frank Hannemann 

Journal of Biotechnology. 2020;314-315:14-24. doi: https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2020.03.008.  

Reprinted with the permission of Elsevier. 
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Supplementary data 

 

Table S1: Used primer for T7 promoter modification via PCR 

# Primer name Primer sequence 

1 Cat_P3_for TTATTAATTCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGATAACAATTCCCCTCTAG 

2 Cat_P3_rev GATGAATTAATAAGCAAATAAATTTTTCGAGATCTCGATCCTCTACGCCG 

3 Cat_P8_for TTTAATCATCCGGCTCGTATAATGGTTGGATAACAATTCCCCTCTAG 

4 Cat_P8_rev TTATACGAGCCGGATGATTAAAGTGAACGAGATCTCGATCCTCTACGCCG 

5 Cat_P13_for ATTAATCATCCGGCTCGTATAATGTGTGGATAACAATTCCCCTCTAG 

6 Cat_P13_rev TATACGAGCCGGATGATTAATAGGGAACGAGATCTCGATCCTCTACGCCG 

7 Cat_C4_for ACTCACTATCAAGGAATTGTGAGCGGATAAC 

8 Cat_C4_rev CAATTCCTTGATAGTGAGTCGTATTAATTTCGC 

9 Cat_C15_for GACTCACAATCGCGGAGTTGTGAGCGGATAACAATTCC 

10 Cat_C15_rev ACAACTCCGCGATTGTGAGTCGTATTAATTTCGCG 

11 Cat_C15_0 for GACTCACAATCGCGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC 

12 Cat_C15_0 

rev 

ACAATTCCGCGATTGTGAGTCGTATTAATTTCGCG 

13 rha_for CCGGCGTAGAGGATCGAGATCTCGCACCACAATTCAGCAAATTGTG 

14 rha_rev CTAGAGGGGAATTGTTATCCTACGACCAGTCTAAAAAGCGCCTGAATTC 
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Figure S1: Premedrol production of C_CYP21_b5 in dependence on the premedrol concentration indicating product 

inhibition. Biotransformations were performed using a medrane concentration of 1.2 mM and varying premedrol 

concentrations of 1 to 6 mM in KPi buffer supplemented with 32 µg mL-1 polymyxin B and 2 % glycerol. Samples were taken 

after 24 h conversion time and premedrol production was quantified via RP-HPLC. Resulting premedrol yields (ordinate) 

were calculated by subtraction of the added premedrol (abscissa). Values correspond to the mean of three conversion 

experiments. Error bars indicate the respective standard deviation. 
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Figure S2: Mass spectra of the mixed-culture reaction with 150 µg/mL Polymyxin B after 120 h displayed in Fig. 8B. Mass 

spectrometry (MS) analysis was performed using a QTRAP® 5500 LC-MS/MS System via Electrospray ionization (ESI). 
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Figure S3: Whole-cell biotransformation of 1 mM cortisone was performed. After CAT1 expression, the cells were adjusted 

to 25 g L-1 and transfered into KPi (100 mM, pH 7.4, 500 mM glucose, 1mM cortisone). The absorbance of cortisone and the 

product cortisone acetate after 0 h (grey line) and 5 h (black line) are shown in the chromatogram. Samples were analyzed 

via HPLC.  
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Figure S4: Cortisone acetate (grey columns) and cortisol acetate (black column, reference system, values taken from Mosa 

et al., 2015) formation dependent on the used E. coli strain and expression system. The recombinant E. coli strains are 

described in Table 1. After the expression period of 24 h, resting cells were utilized for performance of steroid acetylation. 

Samples were taken after 24 h and analyzed via RP-HPLC. The values correspond to the mean of three conversion reactions. 

Error bars indicate the standard deviation. 
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Figure S5: Cortisone acetate formation of B_C4 dependent on the glucose concentration the conversion buffer (100 mM KPi, 

pH 7.4). After the expression period of 24 h, resting cells were utilized for performance of steroid acetylation. Samples were 

taken after 24 h conversion and analyzed via RP-HPLC. The values correspond to the mean of three conversion reactions. 

Error bars indicate the standard deviation. 
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Figure S6: Vector map of pR_ACS for acetyl coA synthetase (ACS) expression. The ACS related sequence section is depicted 

in purple, the promoter section in white. Abbreviations: 6xHis (Polyhistidine tag), KanR (kanamycin resistance gene).  
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Figure S7: Absolute pixel counts as output from ImageJ describing band intensities of the SDS gel. The signals describe ACS 

and CAT1 expression level in dependence on inducers used, chronological order of inducers and different rhamnose 

concentrations (0 to 0.1%). The CAT1 expression of recombinant strain B_C4 (red columns) and B_C4_ACS (black columns) 

is shown, as well as the ACS expression level in B_C4_ACS (grey columns). The recombinant E. coli strains were cultivated in 

a respective autoinduction medium (containing rhamnose or lactose) and were supplemented with or without an additional 

inducer. The bioconversion was performed in 100 mM KPi buffer containing 500 mM glucose and 20 mM cortisone 
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2.4 Putkaradze et al. (2020)  

Highly regio- and stereoselective hydroxylation of vitamin D2 by CYP109E1.  

 

Natalia Putkaradze, Lisa König, Lars Kattner, Michael C. Hutter, Rita Bernhardt 

Biochemical and Biophysical Research Communications. 2020;524(2):295‐300.  

doi: https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.01.091 

Reprinted with the permission of Elsevier. 
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3. Zusammenfassung und Diskussion  

Die folgenden Kapitel befassen sich mit der übergreifenden Zusammenfassung und Diskussion der 

durchgeführten Forschungsprojekte (Kapitel 2). Hierbei erfolgt eine Aufteilung in drei Unterpunkte: Der 

erste Teil (Kapitel 3.1) befasst sich mit der isolierten Betrachtung der jeweiligen, vorgestellten 

Ganzzellsysteme. Hierbei stehen die unterschiedlichen Reaktionsarten und die Eigenschaften der 

beteiligten Enzymklassen im Vordergrund. Darüber hinaus erfolgt eine Bewertung der jeweiligen 

Produktivität im Ganzzellsystem, sowie der potenzielle Einsatz für industrielle Zwecke. Der zweite Teil 

(Kapitel 3.2) bezieht sich auf die ganzheitliche Betrachtung aller dargestellten Ganzzellsysteme. 

Hierbei liegt der Fokus auf der Identifikation und Diskussion der molekularbiologischen, biochemischen 

und biotechnologischen Faktoren, die isoliert oder kombiniert bestimmend für die Effizienz der 

durchgeführten Biokatalysen sind. Der abschließende Teil (Kapitel 3.3) befasst sich mit der 

ökologischen Bewertung des Ganzzellsystems zur Oxidation von Hydrocortison (Kapitel 2.1) und 

diskutiert Möglichkeiten zur Steigerung derselben. Hierbei wird die ökologische Effizienz mittels SHE-

Analyse einem vergleichbaren chemischen Prozess gegenübergestellt. Diese Bewertung dient als 

Exempel zur Veranschaulichung der ökologischen Nachhaltigkeit und Effizienz von Ganzzellsystemen 

im Vergleich zu herkömmlichen Verfahren der pharmazeutischen Industrie. 

3.1 Potenzial von Ganzzellkatalysen in der Herstellung steroidaler 

Pharmazeutika  

In den vergangenen Jahrzehnten wurden erhebliche Fortschritte bei der Entwicklung diverser 

biotechnologischer Prozesse zur Produktion steroidaler Pharmazeutika erzielt. Dennoch besteht 

weiterhin ein großer Bedarf an der Entwicklung von umweltfreundlicheren und gleichzeitig ökonomisch 

rentablen Verfahren. Biotechnologische Prozesse erfordern gegenüber chemischen Verfahren zumeist 

weniger extreme Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur, Druck), was sich positiv auf den 

Energieverbrauch und Prozessablauf auswirkt. Insbesondere Ganzzellsysteme und die assoziierten 

katalytisch aktiven Enzyme weisen eine höhere Regio- und Stereoselektivität gegenüber chemischen 

Katalysatoren auf, welche daher oftmals eine Reduzierung der komplexen Syntheseschritte 

ermöglichen. So ist es durch ein Zusammenspiel verfahrenstechnischer, chemischer und 

molekularbiologischer Techniken möglich, biotechnologische Prozesse zu etablieren, die sowohl 

ökologisch als auch ökonomisch eine gesteigerte Effizienz im Vergleich zu chemischen Verfahren 

aufweisen. 

3.1.1 Biotechnologische Modifikation von Glucocorticoiden 

In Kapitel 2.2 erfolgten Optimierungsschritte zur biotechnologischen C21-Hydroxylierung von 

Medran, welche einen limitierenden Teilschritt bei der Herstellung des synthetischen Glucocorticoids 

Methylprednisolon darstellt (siehe Kapitel 1, Abb. 2B). Die Biokatalyse erfolgte in einem E. coli 

Ganzzellsystem, welches durch Modifikation der Kultivierungsbedingungen, der Aminosäuresequenz 

des beteiligten Enzyms und des P450 Redoxsystems eine Steigerung der Premedrolproduktion um 

100% im Vergleich zum Startsystem ermöglichte [36]. Dies entspricht einer finalen 

Produktkonzentration von 0,69 g L−1 24 h−1 (siehe Kapitel 2.2, Abb. 6). Zur Produktion dieser 
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Verbindung ist die Hydroxylierung der nicht-aktivierten C21-H-Bindung des Medrans erforderlich, 

welche mittels chemischer Verfahren ausschließlich durch hohe Energieeinwirkung und Verwendung 

von toxischen, halogenhaltigen Reagenzien erfolgen kann. Im Gegensatz dazu ermöglichte der Einsatz 

des P450 CYP21A2 die Spaltung von molekularem Sauerstoff unter milden Bedingungen und dessen 

Integration als Hydroxylgruppe im Substrat. Das optimierte Ganzzellsystem zeigte zudem eine hohe 

Regio- und Stereoselektivität, was eine effizientere Katalyse ermöglichte und folglich die Anzahl der 

Produktreinigungsschritte reduziert [82]. Es kann sowohl zur Premedrolsynthese, als auch zur 

effizienten C21-Hydroxylierung weiterer Steroide eingesetzt werden, wie etwa Progesteron, 

Deltamedran, Medroxyprogesteron und 5α-Dihydroprogesteron oder 17α-Hydroxyprogesteron. Diese 

Stoffe können zu 11-Deoxycorticosteron, 6α-Methylprednisolon, 11-Deoxycortisol, 21-OH-

Medroxyprogesteron und 21-OH-(5α-Dihydroprogesteron) umgesetzt werden [35]. Zur weiteren 

Steigerung der Premedrolproduktion erwies sich die Integration einer Schutzgruppe an der C21-

Hydroxygruppe als effektive Strategie (Kapitel 2.3). Obwohl Schutzgruppen zumeist in chemischen 

Synthesen zum Einsatz kommen, konnte die Veresterung der C21-Hydroxylgruppe in Premedrol mit 

Essigsäure durch CAT1 im biotechnologischen Prozess einer Produktinhibierung vorbeugen (Kapitel 

2.3, Abb. 8B). Die Generierung einer Mischkultur zum Zweck einer zeitgleichen C21-Acetylierung des 

anfallenden Premedrols aus Kapitel 2.2 bewirkte eine Verdopplung der Premedrolbildung verglichen 

mit der entsprechenden Monokultur (siehe Kapitel 2.3, Abb. 8B) auf 1,51 g L-1. Unter milden 

Bedingungen ist die C21-Hydroxylgruppe zwar chemisch stabil, allerdings erhöht die unmittelbare 

Acetylierung die Hydrophobizität des Premedrols, was dessen Neigung zur Präzipitation im wässrigen 

Medium erhöht. Dies ermöglicht eine gesteigerte Löslichkeit des Medrans und folglich, dessen 

Zugänglichkeit zu cytosolischen Proteinen im Ganzzellsystem [20,163]. In nachfolgenden Schritten 

könnte eine Entfernung des unlöslichen Produktes über Filtration oder Adsorption an Minerale oder 

Polymere wie Aktivkohle, Zeolithe, Polystyrol oder Cellulose durchgeführt werden [164] . Neben der 

Löslichkeit einer Substanz im Umsatzmedium kann auch dessen Toxizität, sowie die Interaktion mit 

weiteren Enzymen im Ganzzellsystem herabgesetzt werden und somit in höheren Ausbeuten und 

höherer Selektivität resultieren [165]. Das vorgestellte System eignet sich somit als ökologische 

Strategie zur biotechnologischen Produktentfernung während Fermentationsprozessen (ISPR, in-situ-

product-removal) und zeigt großes Potenzial, um für effizientere Steroidhydroxylierungen in 

Ganzzellsystemen eingesetzt zu werden. Darüber hinaus ist das CAT1-basierte Ganzzellsystem auch 

isoliert betrachtet ein effizientes System zur C21-Acetylierung von Glucocorticoiden. Die 

Biokatalyse von Cortison durch das optimierte Ganzzellsystem resultierte in einer maximalen Ausbeute 

von 6,12 g L-1 d-1 Cortisonacetat (siehe Kapitel 2.3, Abb. 4). Bereits durch Mosa et al. konnte die 

Einsatzfähigkeit eines CAT1-basierten Ganzzellsystems zur selektiven C21-Acetylierung 

unterschiedlicher Glucocorticoide wie Hydrocortison, Corticosteron, 11-Deoxycorticosteron, 

Prednisolon, 11-Deoxycortisol und Aldosteron demonstriert werden [154]. Die hohe Regioselektivität 

ist durch die primäre, frei zugängliche C21-Hydroxylgruppe begründet. Zusätzlich wird die 

Wahrscheinlichkeit eines nukleophilen Angriffs durch AcetylCoA während der CAT1-vermittelten 

Katalyse durch die benachbarte C20-Carbonylgruppe erhöht [162]. Diese Art der Steroidmodifikation 

ist zur Optimierung von bereits bestehenden Prozessen, sowie auch isoliert betrachtet, industriell von 

großer Bedeutung: Die Veresterung von Hydroxysteroiden mit kurzkettigen Fettsäuren ermöglicht die 
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Produktion von sogenannten Resorptionsestern und Depotsteroiden, welche ebenfalls medizinisch 

angewendet werden [166–168].  

 

Als weiterer biotechnologischer Ansatz zur GC-Modifikation wurde in der Publikation Kapitel 2.1 die 

selektive C11-Oxidation am Beispiel von Hydrocortison demonstriert. Die rekombinante Produktion 

der ADH aus L. brevis und der modifizierten 11βHSD1 aus C. porcellus erfolgte im B. megaterium 

Ganzzellsystem. Hierdurch konnte eine biokatalytische Synthese von Cortison etabliert werden, welche 

durch gezielte Optimierung in einer industriell relevanten Produktkonzentration von 14 g L-1 d-1 

(Kapitel 2.1, Abb. 11) und -selektivität von 98% (Kapitel 2.1, Abb. 10) resultierte. Die Ganzzellkatalyse 

wurde in dieser Publikation (Kapitel 2.1) das erste Mal mit Produktkonzentrationen im Grammbereich 

beschrieben und weist eine 1000-fache Steigerung zu einem vergleichbaren Referenzsystem auf [91]. 

Neben der nennenswerten Wertsteigerung des Hydrocortisons um den Faktor 2,5 (Merck), eröffnet die 

Anwendung dieses Systems eine effiziente und ökologisch nachhaltige Möglichkeit, ausgehend von 

der günstig erwerbbaren Verbindung Hydrocortison die Kosten für Cortison als Startmaterial zur 

nachfolgenden Synthese weiterer Verbindungen zu senken. Beispielsweise kann durch eine 

nachfolgende Dehydrogenierung des Cortisons die Produktion von Prednison erfolgen [10,169], ein 

synthetisches Glucocorticoid mit größerer GR-Affinität und -Selektivität im Vergleich zu Hydrocortison. 

Eine anschließende Acetylierung von Cortison oder des strukturähnlichen Prednisons (siehe 

Kapitel 2.3) ermöglicht die Produktion der jeweiligen Resorptionsester Cortisonacetat oder 

Prednisonacetat [170]. Darüber hinaus weist 11βHSD1 ein breites Substratspektrum auf. Dies 

ermöglicht den zukünftigen Einsatz als Ganzzellsystem zur biotechnologischen Interkonversion 

weiterer Verbindungen wie Prednison/Prednisolon [128], einigen 7-Hydroxy/7-Ketosterolen [129,130] 

sowie zur Epimerisierung von 7α- und 7β-Hydroxysteroiden [131–133].  

Die optimierte Gensequenz der C. porcellus 11βHSD1 diente in einem weiteren System zur Katalyse 

des letzten Teilschritts einer Kaskadenreaktion (Abb. 7A). Das Ziel des folgend dargestellten E. coli 

Ganzzellsystems war die Zweischrittsynthese von Cortison mit 11-Deoxycortisol als 

Ausgangsverbindung. Zu diesem Zweck wurde das bereits etablierte E. coli C43(DE3) 

Ganzzellsystem zur Hydrocortisonsynthese mittels CYP11B1 genutzt, welches die C11-Hydroxylierung 

von 11-Deoxycortisol zur Produktion von Hydrocortison katalysiert (Abb. 7A) [26]. Um eine 

anschließende C11-Oxidation von Hydrocortison zu erreichen, wurde der Vektor pGro12 durch 

pREP4–groELS zur Chaperonexpression substituiert. Letzterer wurde durch das optimierte 11βHSD1 

Gen aus Kapitel 2.1 erweitert, dessen Expression unter Kontrolle eines T7-Promotors reguliert ist 

(pREP_HSD; siehe Abb. 7B). Dies ermöglichte die rekombinante Coexpression der Proteine 

hCYP11B1, hAdx, hAdR, cp11βHSD1 und den Chaperonen GroEL und GroES im E. coli C43(DE3) 

Ganzzellsystem. Die Ganzzellkatalyse von 11-Deoxycortisol resultierte in einer erfolgreichen 

Produktion von Hydrocortison und Cortison (Abb. 7C) und repräsentiert somit ein nutzbares 

Modellsystem für eine mehrstufige Synthese von Glucocorticoiden. 
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Abbildung 7: E. coli C43(DE) basiertes Ganzzellsystem zur Produktion von Cortison A: Zweischrittsynthese von 
Cortison mit 11-Deoxycortisol aus Ausgangsverbindung. Das humane CYP11B1 dient zur Hydroxylierung von 11-
Deoxycortisol zur Hydrocortisonproduktion, welches im nachfolgenden Schritt mittels Cavia porcellus 11βHSD1 zu 
Cortison oxidiert wird. B: Plasmidkarten; pA1 zur Coexpression von hCYP11A1 (blau) und Redoxproteinen 
(schwarz) gemäß Schiffer et al., 2015. pREP_HSD enthält codierende Sequenzen für 11βHSD1 (lila) und die 
Chaperone GroEL und GroES (schwarz). Zur Erstellung diente das Plasmid pREP4_GroELS [171] als 
Ausgangsplasmid. C: 11-Deoxycortisol Umsatz im E. coli Ganzzellsystem mit den Produkten Hydrocortison (blau) 
und Cortison (lila) nach 24 h. Die Produktkonzentrationen entsprechen den Mittelwerten aus drei Experimenten. 
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. 
 

3.1.2 Biotechnologische Modifikation von Secosteroiden 

Nach der Metabolisierung von VD2 werden neben der Hauptspeicherform 25(OH)VD2 weitere 

Metaboliten im Plasma beobachtet. Dies schließt neben der aktivsten Form 1,25(OH)2VD2 auch weitere 

Metaboliten wie 24,25(OH)2VD2 mit ein, deren physiologische Rolle jedoch bisher nicht vollständig 

aufgeklärt ist [172,173]. Aufgrund einer geringen Produktausbeute mittels chemischer Synthese sind 

diese Substanzen nicht oder nur eingeschränkt verfügbar. Die Entwicklung von kostengünstigen und 
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umweltschonenden Verfahren für deren Synthese ist daher von großem Interesse. Für die Etablierung 

biokatalytischer Synthesewege eignet sich das grampositive Bakterium B. megaterium zur Produktion 

von VD Metaboliten. Im Gegensatz zu E.  coli produziert dieser Organismus wirtseigene P450 mit 

Monooxygenaseaktivität gegenüber einigen steroidalen Verbindungen [98]. Interessanterweise zeigten 

zwei Vertreter der CYP109-Familie, nämlich CYP109A2 und CYP109E1, katalytische Aktivität 

gegenüber VD3-Verbindungen. Dabei synthetisierte CYP109A2 vorwiegend 25(OH)VD3, wohingegen 

durch die Aktivität von CYP109E1 zusätzlich 24(OH)VD3 und 24(S),25(OH)2VD3 detektiert wurde. In 

Kapitel 2.4 wurde demonstriert, dass CYP109E1 neben VD3 auch das strukturähnliche VD2 in die 

hydroxylierten Derivate 25(OH)VD2 und 24(R),25(OH)2VD2 umsetzen kann. Hierbei wies CYP109E1 

eine höhere Regioselektivität (ausschließlich zwei Produkte) und eine veränderte Stereoselektivität 

(von 24(S)- zu 24(R)-Hydroxylierung) auf. Darüber hinaus lässt das Produktmuster mit VD2 als Substrat 

eine festgelegte Reihenfolge der Hydroxylierungspositionen vermuten. Die anfänglich steigende 

Produktion von 25(OH)VD2, die anschließende Abnahme nach 24 h und eine zeitgleiche Zunahme des 

24(R),25(OH)2VD2-Produktes, deutet auf die primäre 25-Hydroxylierung mit sekundärer 24(R)-

Hydroxylierung hin. Diese Hypothese wurde mittels Docking-Analysen unterstützt, da aufgrund der 

Konformation des 24(R)(OH)VD2 eine sekundäre 25-Hydroxylierung energetisch unwahrscheinlich ist. 

Diese Hydroxylierungsabfolge wurde ebenfalls durch Koszewski et al. als bevorzugter physiologischer 

Syntheseweg von VD2 beschrieben [173]. Um die Verfügbarkeit von hochwertigen hydroxylierten VD2-

Metaboliten zu erhöhen, stellt das B. megaterium Ganzzellsystem einen wichtigen Startpunkt in der 

selektiven, biotechnologischen Synthese von VD2-Metaboliten dar. Unter Verwendung der relativ 

günstigen Ausgangsverbindung VD2 war es somit möglich, nach 48 h Reaktionszeit eine 

Produktkonzentration von 12 mg L-1 des Derivates 24(R),25(OH)VD2 zu detektieren.  

 

Zusammenfassend ermöglichen die in dieser Arbeit vorgestellten Ganzzellsysteme effizientere und 

umweltfreundlichere Alternativen zu entsprechenden chemischen Synthesen. Die Durchführung 

erfolgte unter milden Bedingungen und einem reduzierten Einsatz umweltbelastender Substanzen. Die 

Anwendung der dargestellten Prozesse ermöglichen eine verbesserte Verfügbarkeit von Wirkstoffen 

der Gluco- und Secosteroidklasse (siehe Tab. 1). Hierbei ist zu beachten, dass zur industriellen 

Herstellung von Feinchemikalien eine finale Ausbeute von mindestens 1 g L-1 bis zum Zielwert von 

20 g L-1 und/oder einer volumetrischen Produktivität von 0,001 bis 2 g L-1 h-1 angestrebt ist [7,174,175]. 

In Tab. 1 sind die entsprechenden Ganzzellsysteme, sowie deren Produktivität und Umsatzdauer 

dargestellt. Daraus geht hervor, dass im Rahmen dieser Arbeit die minimalen industriellen 

Anforderungen durch Optimierung der Glucocorticoidproduktion erfüllt werden konnten (Tab. 1). 

Zusätzlich konnte ein Startsystem zur biotechnologischen Synthese von VD2 Derivaten etabliert 

werden. Für den Einsatz in industriellen Prozessen besteht dennoch weiterhin Optimierungspotenzial 

zur Steigerung der jeweiligen Produktkonzentrationen, welches im folgenden Kapitel 3.2 genauer 

ausgeführt wird. 
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Tabelle 1: Übersicht der bakteriellen Ganzzellsysteme aus dieser Arbeit 

Substrat Produkt Enzym (Herkunft) 
Umsatzdauer 

[h] 

Ausbeute  

[g L-1] 

Volumetrische 
Produktivität 

[g L-1 h-1] 

Referenz 

Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 24 0,32 0,0133 [36] 

Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 24 0,69 0,0288 König et al., 2019b 

Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 120 1,51 0,0126 König et al., 2020 

Premedrol Premedrolacetat CAT1 (E. coli) 120 1,35 0,0113 König et al., 2020 

Cortison Cortisonacetat CAT1 (E. coli)  24 6,12  0,2550 König et al., 2020 

11-

Deoxycortisol 

Cortison CYP11B1 (Bos taurus), 

11βHSD1 (C. porcellus) 

24 0,14 0,0058 diese Arbeit 

Hydrocortison Cortison CYP106A1  

(B. megaterium) 

24 0,014 0,0006 [91] 

Hydrocortison Cortison 11βHSD1 (C. porcellus) 24 14 0,5830 König et al., 2019a 

 Vitamin D2 24,25(OH)2VD2 CYP109E1 

(B. megaterium) 

48 0,012 0,0003 Putkaradze et al., 

2020 

 

3.2 Strategien zur Optimierung von Ganzzellsystemen  

Biotechnologische Methoden bieten großes Potenzial zur Produktion pharmazeutisch relevanter 

Wirkstoffe. Durch die richtige Wahl und Modifikation der produzierten Enzyme können mehrstufige 

chemische Prozesse auf wenige Reaktionsschritte reduziert werden. Der Einsatz von 

Ganzzellsystemen bildet zum einen eine schützende Umgebung des relevanten Enzyms und der 

Erhaltung physiologischer Bedingungen. Zum anderen ermöglicht es die Versorgung mit zelleigenen 

Cofaktoren und deren Regeneration, was den Bedarf der externen Zugabe der teuren Komponenten 

deutlich verringert oder sogar eliminiert. Ein weiterer entscheidender Aspekt für eine effiziente Katalyse 

ist eine hohe Produktselektivität. Im Gegensatz zu chemischen Synthesen besteht eine geringere 

Wahrscheinlichkeit für die Entstehung von Racematen, welche zur Produktion von weniger wirksamen 

Arzneimitteln führen können. Zusätzlich kommt es durch zahlreiche Modifikationsmöglichkeiten der 

biologischen Systeme seltener zur Bildung unbekannter und umweltschädlicher Nebenprodukte, was 

den Bedarf arbeits-, energie- und zeitaufwendige Isolierungsverfahren verringert. Somit ergeben sich 

durch den Einsatz von Ganzzellsystemen erhebliche ökologische und ökonomische Vorteile gegenüber 

herkömmlichen chemischen Verfahren. Da hierbei jedoch lebende Systeme zum Einsatz kommen, 

tragen komplexe biologische Faktoren maßgeblich zur Einschränkung der Effizienz des Systems bei. 

Diese können jedoch im Rahmen der Prozessoptimierung als Angriffspunkte dienen, um das System 

den jeweiligen industriellen Bedürfnissen anzupassen. In dieser Arbeit konnten bestehende 

Limitierungen der biokatalytischen Glucocorticoidsynthese durch die gezielte Optimierung bestimmter 

Parameter verringert oder beseitigt werden. Folglich erwirkten diese Maßnahmen eine erhebliche 

Steigerung der jeweiligen Steroidproduktion. 

Die Effizienz der rekombinanten Genexpression ist unter anderem durch die Aktivität der eingesetzten 

Promotoren im Ganzzellsystem regulierbar, welche zum Zweck einer optimalen Proteinproduktion an 

die individuellen Anforderungen der rekombinanten Proteine angepasst werden müssen. Für den 
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Wirtsorganismus E. coli sind zahlreiche regulierbare, sowie konstitutive Promotoren für verschiedene 

Anwendungsbereiche etabliert, was eine simultane Produktion von mehreren rekombinanten Proteinen 

mit unterschiedlichen Anforderungen ermöglicht [176]. Neben dem meistgenutzten, induzierbaren T7-

Expressionssystem [177] kommen oft weitere zucker-induzierbare Promotoren wie Para [178] oder PrhaB 

[179,180] zum Einsatz. Aufgrund der vollständigen Entschlüsselung des E. coli Genoms wurden bislang 

insgesamt nahezu 4000 Promotoren für die rekombinante Proteinexpression identifiziert und teilweise 

charakterisiert [Quelle: https://biocyc.org/]. Hingegen sind nutzbare Promotoren für B. megaterium 

bislang hauptsächlich auf das Pxyl System und vereinzelt weitere induzierbare Promotoren wie Psac, 

PT7, PgdhA beschränkt [181–187]. Die limitierte Anzahl zuckerinduzierbarer Promotoren begrenzt den 

flexiblen Einsatz des B. megaterium Expressionssystems. Daher identifizierten Hartz et al. [188] 

kürzlich weitere induzierbare sowie Wachstumsphasen-abhängige Promotoren durch die Analyse des 

B. megaterium Genexpressionsprofils. Zur C11-Oxidation des Hydrocortisons (Kapitel 2.1) wurde 

jeweils ein Vertreter der neuidentifizierten, induzierbaren und wachstumsabhängigen Promotoren zur 

effizienten Expression der LbADH und cp11βHSD1 eingesetzt und dem Pxyl-Promotorsystem 

gegenübergestellt. Der induzierbare Promotor Para bewirkte eine Steigerung der Cortisonproduktion um 

den Faktor 1,3 auf 8 g L-1 24 h-1 (Kapitel 2.1, Abb. 11). Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu 

Hartz et al., wobei eine geringere Produktion durch Einsatz von Para und folglich geringere Aktivität des 

Reporterproteins β-Galaktosidase ermittelt wurde. Diese Diskrepanz ist vermutlich auf abweichende 

Induktorkonzentrationen zurückzuführen. Durch die Anpassung der Arabinosekonzentration von 

0,5 auf 2 mg mL-1 konnte eine Erhöhung der Cortisonproduktion um 65% (Kapitel 2.1, Abb. 7) erreicht 

werden, wohingegen eine Steigerung der Xylosekonzentration keine Veränderung der 

Produktausbeute aufwies (Daten nicht gezeigt). Trotz der erhöhten Produktivität des Ganzzellsystems 

ist der industrielle Einsatz von L-Arabinose zur Induktion im Vergleich zu D-Xylose derzeit wirtschaftlich 

nicht rentabel, da die Nutzung von L-Arabinose in angemessener Konzentration 25-fach erhöhte 

Kosten im Vergleich zu D-Xylose erzeugen würde (Sigma-Aldrich, Stand Mai 2020). Als Vertreter der 

wachstumsphaseninduzierten Promotoren wurde P0706 eingesetzt, welcher in frühen exponentiellen 

Phasen des B. megaterium Wachstums aktiviert wird [188]. Hierdurch erfolgte eine Steigerung der 

Cortisonausbeute um den Faktor 2,2 im Vergleich zu Pxyl, was in einer Produktkonzentration von 

13,5 g L-1 24 h-1 resultierte (Kapitel 2.1, Abb. 11). Die P0706-Aktivität widerspricht ebenfalls der von 

Hartz et al. ermittelten Tendenz gegenüber Pxyl, welche mittels lacZ-Expression und 

Progesteronausbeute ermittelt wurde. Zum einen besteht hierbei eine starke Abhängigkeit der 

wachstumsphaseninduzierten Promotoren von individuellen Medienkomponenten und 

Kultivierungsbedingungen. Zum anderen führen erhöhte Promotorstärken und der Zeitpunkt der 

Induktion je nach Komplexität und Löslichkeit der Proteine oft zu Fehlfaltungen und Bildung von 

inaktiven Proteinaggregaten. Das weist darauf hin, dass die neuen Promotoren bezüglich ihrer 

Anwendbarkeit für jedes System individuell getestet und optimiert werden müssen, um optimale 

Ergebnisse zu erhalten. Die Anwendung des wachstumsphasenabhängigen Promotors P0706 zeigt 

neben der erhöhten Produktbildung eine mögliche Senkung der Prozesskosten durch eine 

induktorunabhängige Expression der rekombinanten Proteine. Allerdings ist dieser Promotor 

störanfällig für minimale Abweichungen der Medienzusammensetzung, was die Kontrolle des 

Fermentationsprozesses einschränkt. Für weitere Optimierungen des Ganzzellsystems in Kapitel 2.1 
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zeigt der alternative Promotor P4756 aufgrund des ähnlichen Aktivitätsprofils zu P0706 und der höheren 

Expressionsstärke großes Potenzial [188]. Eine Modifikation der Promotoren P0706 und Para gemäß 

Stammen et al. könnte eine zusätzliche Steigerung der Promotoraktivität bewirken [189]. Dieser Effekt 

konnte in Kapitel 2.3 anhand von Modifikationen der T7-Promotorsequenz demonstriert werden (siehe 

Tabelle 2; C4), welche in einer 70%igen Steigerung der CAT1-katalysierten Steroidacetylierung 

resultierte (Kapitel 2.3, Abb. 4). Die Mutation der drei terminalen Basen AGG zu CAA bewirkt vermutlich 

eine langsamere aber länger anhaltende Proteinproduktion, was in einer höheren Endpunkt-

Proteinkonzentration resultiert [190]. Im Falle der CAT1-Expression durch C4 sollte diese Hypothese 

mittels SDS-PAGE überprüft werden.  

 

Tabelle 2: Sequenzen der genutzten T7-Promotoren und Derivate. Modifikationen der Promotorsequenzen sind 

fett markiert 

Promotorbezeichnung Sequenz erwartete Promotorstärke Referenz 

T7 TAATACGACTCACTATAGG 1 [177] 

T7* TAATACGACTCTCTATAGG 0,13 [191] 

C4 TAATACGACTCACTATCAA 1,5 [190] 

 

Demgegenüber wurde eine Mutagenese der Promotorsequenz auch zur Reduktion der 

Promotoraktivität durchgeführt (Kapitel 2.2). Eine gezielte Punktmutation A(-6)T des PT7 wurde zuvor 

mit verminderter Proteinproduktion um 87% beschrieben, weshalb diese Modifikation zur Modulierung 

der Cytb5 Produktion erfolgte (siehe Tabelle 2, T7*) [191]. Diese Maßnahme verfolgte das Ziel, die 

zellinterne Cytb5 Produktion zu verringern (Kapitel 2.2, Abb. 2), um die Proteinmaschinerie nicht zu 

Ungunsten der P450- und CPR-Expression zu belasten. Ob dadurch optimale P450/CPR/Cytb5 

Verhältnisse gemäß Kapitel 2.2, Abb. 3 erreicht wurden, ist bisher jedoch unklar. Daher wäre die 

Kontrolle der resultierenden Proteinkonzentrationen und einhergehende Abhängigkeit von der 

Promotorstärke mittels SDS-PAGE sinnvoll. Darüber hinaus könnte der Einsatz eines regulierbaren 

Promotors wie PrhaB eine Feinjustierung der Cytb5 Konzentration ermöglichen, um die Einstellung eines 

optimalen P450/CPR/Cytb5 Verhältnisses im Ganzzellsystem und die Erhöhung der 

Premedrolproduktion zu erreichen. 

Neben der effizienten Produktion durch geeignete Promotoren ist die Löslichkeit der rekombinanten 

Proteine im Ganzzellsystem von großer Bedeutung. Hydrophobe Bereiche, lokalisiert auf der 

Oberfläche eukaryotischer Proteine, dienen in ihrer natürlichen Umgebung zur Ausbildung von 

Lipid/Protein- [192] oder Protein/Protein-Interaktionen [193]. Bei heterologer Produktion dieser Proteine 

in prokaryotischen Expressionssystemen kommt es aufgrund fehlender Membranmatrix dagegen zu 

unerwünschten Wechselwirkungen und einer damit einhergehenden Bildung von inaktiven Aggregaten 

[194]. Folglich ermöglichte die Entfernung des hydrophoben, N-terminalen Membranankers der 

11βHSD1 (Kapitel 2.1) eine erfolgreiche Biokatalyse von Cortison im rekombinanten B. megaterium 

Ganzzellsystem (Kapitel 2.1, Abb. 4). Im Gegensatz dazu war das Volllängenprotein nicht in der Lage, 

Hydrocortison umzusetzen (Daten nicht gezeigt). Eine Steigerung der Löslichkeit durch die Entfernung 

des Membranankers wurde bereits durch Walker et al., demonstriert, wobei die katalytische Aktivität 

des humanen Enzyms unverändert blieb [141]. Elleby et al. hingegen zeigten, dass diese Modifikation 

im C. porcellus 11βHSD1 die Bildung von unlöslichen Aggregaten im E. coli-Expressionsystem nicht 
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gänzlich verhinderte [195]. Auf dieser Grundlage erfolgten in dieser Arbeit weitere Modifikationen der 

hydrophoben Proteinoberfläche durch eine Punktmutation im C-terminalen Bereich (F277R) und die 

Entfernung von vier C-terminalen Aminosäuren. Die dadurch herabgesetzte Hydrophobizität der 

Proteinoberfläche führt mutmaßlich zu einer verringerten Bildung von Aggregaten durch 

intermolekulare Interaktionen, was die Umsatzrate von Hydrocortison um den Faktor 2,4 steigerte 

(Kapitel 2.1, Abb. 4) [144,196]. Für eine zusätzliche Erhöhung der Löslichkeit könnten R277 oder 

weitere C-terminale hydrophobe und positiv geladene Reste durch negativ geladene Reste substituiert 

werden. Aufgrund stärkerer Wasserbindungseigenschaften kann dadurch eine erhöhte Löslichkeit des 

Proteins erwartet werden [197,198]. Lawson et al. zeigten durch die Mutante F277E im C. porcellus 

Protein neben einer erhöhten Löslichkeit eine ladungsbedingte Abstoßung der Monomere und somit 

eine stabilere Monodispersität des tetrameren Proteins durch Expression im E. coli Ganzzellsystem. 

Die Kristallisation und 3D-Analyse des modifizierten Proteins zeigte, dass die Mutation F278E in einer 

Konformationsänderung resultiert, während jeweils ein Monomer im Dimerkomplex eine veränderte 

Ausrichtung des Y123 aufwies, was vermutlich die Wahrscheinlichkeit für die erfolgreiche Bindung des 

glucocorticoiden Substrats erhöht [139,143]. Analog dazu wäre durch die Modifikation F277R in 

Kapitel 2.1 ebenfalls eine Konformationsänderung denkbar, welche durch in silico Analysen oder 

Kristallisation und Röntgenstrukturanalysen detektiert werden könnte.  

Eine Steigerung der Proteinlöslichkeit zeigte in Kapitel 2.2 ebenfalls große Auswirkungen auf die 

Umsatzeffizienz, welches hierbei die Medranhydroxylierung durch das bovine, mikrosomale CYP21A2 

betrifft. Die Elektronenübertragung erfolgt im natürlichen System durch das membrangebundene 

Redoxprotein NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (bCPR) [199], welches bereits im 

entsprechenden Ganzzellsystem angewendet wurde [36]. Zur Erhöhung der Löslichkeit, wurde der N-

terminale Membrananker (bestehend aus 27 N-terminalen Aminosäuren) entfernt, was in einer 

gesteigerten Premedrolausbeute um den Faktor 2,2, im Vergleich zur Volllängen bCPR resultierte [36]. 

Eine erhöhte Löslichkeit von Redoxproteinen im rekombinanten bakteriellen System ist vorteilhaft, da 

es die Wahrscheinlichkeit produktiver Kollisionen zwischen den jeweiligen löslichen Proteinen erhöht, 

sofern die ursprüngliche Aktivität erhalten bleibt [200]. Auch im Vergleich zu Umsätzen unter 

Verwendung des S. pombe Redoxsystems arh1/etpfd zeigte der Einsatz der verkürzten bCPR einen 

gesteigerten Umsatz um 19% (Kapitel 2.2, Abb. 1). Da es sich bei der bCPR um ein natürliches 

Fusionsprotein handelt, enthält es bereits die notwendigen, prosthetischen Gruppen zur 

Elektronenübertragung von NADPH auf das P450. Aus diesem Grund müssen, verglichen mit  

3-Komponenten Systemen wie etwa P450-arh1-etpfd, kürzere Distanzen für den Transfer überbrückt 

werden, was eine effizientere Übertragung der zwei notwendigen Elektronen ermöglichen kann (siehe 

Katalytischer Zyklus, Kapitel 1.3.1.1, Abb. 4) [201,202]. Beim Elektronen-Transfer über das  

P450-arh1-etpfd-System wird die Anwesenheit der drei Proteine im entsprechenden Verhältnis 

vorausgesetzt, was sich im P450-CPR-System auf zwei Proteine beschränkt. Um ein optimales 

Proteinverhältnis von 1:4 (P450:CPR) dieses Systems zu gewährleisten (siehe Kapitel 2.2, Abb. S1), 

wäre eine Fusion des P450 mit der CPR zur Weiterentwicklung und Optimierung des Systems denkbar. 

Durch die verringerten Distanzen der einzelnen Domänen zur Elektronenübertragung wäre die 

Interaktionsrate der Redoxpartner mit P450 stark erhöht  [200,203]. Eine Fusion der Proteine würde 

außerdem eine vorzeitige Dissoziation der CPR verhindern, was ebenso zu einer effizienteren 
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Elektronenübertragung beitragen könnte [204]. Als weiterer unterstützender Faktor zur 

Elektronenübertragung zeigte die Coexistenz von Cytb5 in vitro und in vivo einen positiven Effekt auf 

die Medranumsetzung. Diese bewirkte in Ganzzellumsätzen eine 1,4-fach erhöhte Premedrolausbeute 

im Fed-Batch Verfahren. Durch die Anwendung unterschiedlicher Cytb5 Konzentrationen wurde 

beobachtet (Kapitel 2.2, Abb. 3), dass bereits geringe Mengen des Proteins ausreichend sind, um die 

Umsatzgeschwindigkeit signifikant zu erhöhen. Protein-Verhältnisse die 1:4:4 P450/P450red/Cytb5 

überstiegen, induzierten jedoch einen Rückgang der Umsatzgeschwindigkeit. Ähnliches konnte bereits 

bei in vitro Umsätzen mit Progesteron durch Wang und Pallan beobachtet werden, wobei Cytb5 im 

Überschuss (P450/P450red/Cytb5 1:300:300) einen inhibierenden Effekt auf die CYP21A2 Aktivität 

zeigte [205]. Dies ist vermutlich auf kompetitive Bindung von CPR und Cytb5 aufgrund überlappender 

Bindestellen des P450 zurückzuführen, was in einer blockierten Elektronenübertragung des ersten 

Elektrons resultiert [206–208]. Dahingegen kann die positive Wirkung geeigneter Konzentrationen von 

Cytb5 auf die P450 vermittelte C21-Hydroxylierung auf unterschiedliche Gründe zurückgeführt werden. 

Da bereits verschiedene Effekte des Cytb5 auf P450 katalysierte Reaktionen beobachtet wurden, 

abhängig von CYP Isoform [209], Substrat [209], Proteinverhältnissen [80,209,210], pH [211] und 

Ionenstärke [212], sind die folgenden Theorien in Bezug auf die CYP21A2-katalysierte Reaktion 

möglich: (i) Die geschwindigkeitsbestimmende Übertragung des zweiten Elektrons kann durch Cytb5 

erfolgen oder beschleunigt werden [211,213–216] was die Wahrscheinlichkeit einer Entkopplung des 

ersten Elektrons und folgender Freisetzung von radikalen Sauerstoffspezies (ROS) verringert [79,217–

219]. Somit kann einer herabgesetzten Stabilität und irreversiblen Schädigung des P450 

entgegengewirkt werden. (ii) Zum anderen kann der CPR-P450 Komplex durch eine 

Ladungsverschiebung von P450 auf Cytb5 stabilisiert werden. Hierbei dient Cytb5 als Akzeptor des 

ersten Elektrons, welches zuvor auf das P450 übertragen wurde. Folglich verhindert dies die 

unmittelbare Dissoziation der CPR nach der Übertragung des ersten Elektrons [77,212]. Das Fe(II)-

P450 Zentrum ist somit bereit, unmittelbar das zweite Elektron aufzunehmen und erst anschließend die 

Interaktion mit CPR zu beenden [219]. (iii) Cytb5 wirkt allosterisch auf das P450. Es wird vermutet, dass 

die Bindung des Cytb5 eine Konformationsänderung in P450 induziert, was dessen Redoxänderung 

begünstigt [217,220–222]. Um dessen Rolle in der CYP21A2-vermittelten Medranhydroxylierung zu 

ermitteln, wäre die Überprüfung der Kopplungseffizienz aufschlussreich, welche durch die Relation 

zwischen NADPH-Verbrauch und Produktbildung ermittelt wird. Gegebenenfalls wäre auch die 

Bestimmung der ROS-Bildung durch rekombinante Reportersysteme möglich [223]. Desweiteren wäre 

die Bestimmung der Produktbildungsgeschwindigkeit unter Anwesenheit des Apo-Cytb5 hilfreich, um 

dessen redox-unabhängigen Einfluss zu ermitteln. Ist der Effekt von Cytb5 auf CYP21A2 ausschließlich 

auf eine stabilisierende Wirkung über Elektronenverschiebung zurückzuführen, wäre die Fusion zu 

einem 3-Proteinkomplex durch die Integration eines flexiblen Linkers eine Möglichkeit, um die 

Interaktion der Proteine zu erhöhen. 

Neben der optimalen Funktionalität der Redoxproteine ist die Verfügbarkeit der erforderlichen 

Cofaktoren essentiell, um die Effizienz des biotechnologischen Prozesses zu maximieren. Aus diesem 

Grund erfolgt in Biokatalysen im Labormaßstab häufig die externe Zugabe von Cofaktoren, was jedoch 

für industrielle Zwecke aus ökonomischer Sicht nicht geeignet ist. Der Einsatz zellinterner Cofaktor-

Regenerationssysteme erfordert hingegen keine weitere Zugabe der teuren Verbindungen. Durch die 
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Aktivierung des LbADH basierten Regenerationssystems in Kapitel 2.1 konnte die Verfügbarkeit von 

NADP+ (Kapitel 2.1, Abb. S2) und die resultierende Produktausbeute auf mehr als das Doppelte 

gesteigert werden (Kapitel 2.1 Abb. 11). Mittels NADP+-Quantifizierung konnte eine Anreicherung des 

Cofaktors nach 24 h durch Zugabe von Aceton beobachtet werden, was auf eine hoch effiziente 

Regeneration durch LbADH hinweist (Kapitel 2.1, Abb. S2). Bei zusätzlicher Hydrocortison-Zugabe 

hingegen, war ein NADP+ Spiegel unter Kontrollniveau zu verzeichnen, was auf einen hohen NADP+-

Verbrauch durch 11βHSD1 hinweist, welcher die NADP+-Bildung durch LbADH übersteigt. Der Grund 

für den langsamen Anstieg der NADP+-Konzentration könnten weitere NADP+-konsumierende 

Stoffwechselwege und die geringere Effizienz der LbADH-Reaktion sein. Erstere dienen in 

Mikroorganismen zur Erhaltung des Redoxgrundzustands in Form eines geringen NADP+/NADPH 

Verhältnisses, welches in Bacillus subtilis 0,54 beträgt, wohingegen ein entgegengesetztes Verhältnis 

der alternativen Redoxäquivalente NAD+/NADH von 2,5 zu verzeichnen ist [224]. Die Modifikation der 

beteiligten Proteine zur Veränderung der Cofaktorspezifität könnte demzufolge in höheren Produkt-

Ausbeuten resultieren. Dies könnte durch eine Sättigungsmutagenese von R66 in 11βHSD1 realisiert 

werden, da diesem Aminosäurerest NADP(H)-Spezifität zugeschrieben wird [139]. Simultan könnte 

eine Mutagenese der LbADH zur Erhöhung der NAD(H)-Spezifität durchgeführt werden. Hierbei zeigte 

die Mutante R38P 4-fach erhöhte Aktivität gegenüber NAD(H) im Vergleich zum Wildtyp [225]. 

Alternativ kann auch ein kompletter Austausch der LbADH durch bispezifische ADH-Sequenzen 

erfolgen, wie beispielsweise die Variante RADH-G37D [226] aus L. brevis oder LsADH [227] aus 

L. sanfancisensis. Diese Strategie bietet drei entscheidende Vorteile: (i) Der zeitgleiche NADP+ und 

NADPH Verbrauch während der Ketonreduktion könnte zusätzlich die gewünschte FabG-Inhibierung 

aufrechterhalten (Kapitel 2.1, Abb. 12). (ii) Die ADH-vermittelte NAD+-Regeneration würde durch 

wirtseigene NADH-abhängige Stoffwechselreaktionen unterstützt werden. (iii) Eine veränderte 

Cofaktor-Spezifität kann zu einer verbesserten Verfügbarkeit der Cofaktoren im B. megaterium 

Ganzzellsystem führen, aufgrund der doppelten Größe des NAD+/NADH-Pools im Vergleich zu dem 

für NADP+/NADPH [228].  

Analog dazu könnte die Cofaktor-Spezifität ebenfalls im Redoxprotein bCPR-27 in Kapitel 2.2 zu NADH 

verändert werden, um die Cofaktorverfügbarkeit und Hydroxylierungseffizienz im E. coli 

Ganzzellsystem zu steigern. Dies könnte durch Generierung der Mutante W676A realisiert werden, da 

diese Position als selektivitätsbestimmend im humanen Protein identifiziert und zuvor bereits zur 

Entwicklung eines NADH-abhängigen P450-Redoxsystems  genutzt werden konnte [229].  

In Kapitel 2.3 wurden Strategien zur erhöhten Verfügbarkeit des Cofaktors AcetylCoA zur 

Steroidacetylierung mittels CAT1 untersucht. Das Ziel war eine intrinsische Aktivierung der Glykolyse 

und folglich eine Erhöhung des AcetylCoA Spiegels. Dies sollte durch eine Erhöhung der 

Glucosekonzentration im Umsatzmedium induziert werden, was jedoch zu verringerten 

Produktausbeuten führte (Kapitel 2.3, Abb. S5). Vermutlich ist dies auf osmotischen Stress 

zurückzuführen, welcher in einer Inhibierung des Hexosetransports resultiert [230]. Alternativ wurde ein 

zusätzliches Vektorsystem zur Modifikation des Acetatstoffwechsels generiert. Die Überproduktion der 

AcetylCoA-Synthetase (ACS) erfolgte unter Kontrolle eines Rhamnose-induzierbaren Promotors, 

welcher eine gesteigerte AcetylCoA-Regeneration supplementierter Acetatverbindungen katalysiert. 

Mittels SDS-PAGE konnte die Expression der ACS (Kapitel 2.3, Abb. 5B), sowie dessen Funktionalität 



Zusammenfassung und Diskussion 

______________________________________________________________________________________ 

89 
 

anhand steigender Tendenz zur Cortisonacetatbildung unter NaOAc Zugabe (Abb. 8) bestätigt werden. 

Allerdings führte die Coexpression der ACS schon auf geringstem Level zu einem leichten Einbruch 

der CAT1-Produktion mit proportional steigender Tendenz, welche sich entsprechend nachteilig auf die 

Cortisonacetatbildung auswirkte (Kapitel 2.3, Abb. 5B, C). Eine Konzentrationserhöhung der externen 

Acetatquelle, NaOAc, mündete tendenziell in steigenden Cortisonacetatkonzentrationen, erreichten 

jedoch lediglich Werte unterhalb des Ausgangslevels der Kontrollreaktion ohne vorhergehende ACS-

Coexpression (Abb. 8).  

 

 

Abbildung 8: Produktion von Cortisonacetat im E. coli Ganzzellsystem in Abhängigkeit von der Rhamnose- und 
NaOAc-Zugabe. Als Kontrollreaktion diente der Stamm B_C4 ohne ACS-Expression (hellgraue Balken). Die ACS-
Expression in Stamm B_C4_ACS (enthält Plasmide zur CAT1 und ACS Coexpression) wurde ohne Zugabe 
(dunkelgraue Balken, Basalexpression) und durch die Zugabe von 0,001% (m/v) Rhamnose (schwarze Balken) 
gestartet. Die Ganzzellumsätze von 20 mM Cortison erfolgte unter Zugabe von unterschiedlichen NaOAc 
Konzentrationen. Die Ergebnisse entsprechen den Mittelwerten von drei Umsatzreaktionen. Entsprechende 
Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Abk.: NAOAc: Natriumacetat, ACS: AcetylCoA-
Synthetase. 

Um dieses Problem zu umgehen, könnte eine verzögerte Induktion der ACS-Expression erfolgen, 

sofern die CAT1-Synthese vollständig abgeschlossen ist. Aufgrund geringer Basaltranskriptionslevel 

(Kapitel 2.3, Abb. 5B) empfiehlt sich die Substitution des Rhamnose-induzierbaren Promotors durch 

einen wachstumsabhängigen Promoter, welcher ausschließlich in der späten exponentiellen Phase 

oder stationären Phase aktiviert wird. Diese Möglichkeit könnte eine verzögerte und induktorfreie 

Aktivierung der ACS-Genexpression ermöglichen und letztendlich zu einer Erhöhung der Protein- und 

Produktbildung führen.  

Neben der Produktion von Zielproteinen, findet während der Inkubation im Expressionsmedium die 

Generierung wirtseigener Proteine im Ganzzellsystem statt, welche gegebenenfalls Aktivität gegenüber 

den umzusetzenden Substanzen aufweisen. Solch eine Aktivität ist in Kapitel 2.1 zu beobachten, 

demonstriert durch die Bildung eines Nebenprodukts (P) (Kapitel 2.1, Abb. 3), wobei es sich um das 

hydroxylierte Cortisonabbauprodukt 20β-Dihydrocortison handelt. Dieses wird durch die 

Hydroxysteroid Dehydrogenase FabG (FabG, 20βHSD, 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase 
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codiert durch fabg) synthetisiert, welche bereits durch Putkaradze et al. und Gerber et al. identifiziert 

und charakterisiert wurde [92,113]. FabG katalysiert eine NADPH-abhängige Reaktion als Teil der 

Fettsäuresynthese [231,232] und kann aufgrund seiner essentiellen Funktion in B. megaterium nicht 

deletiert werden [113,233]. Modifikationen der Umsatzbedingungen führten jedoch zu einer Inhibierung 

der Nebenproduktbildung: eine Erhöhung der Temperatur auf 37°C im B. megaterium Ganzzellsystem 

zeigte eine signifikante Inhibierung der Nebenproduktbildung nach 120 min (Kapitel 2.1 Abb. 3A), 

wohingegen nach einer weiteren Steigerung auf 42°C bereits nach 60 min ein deutlicher Einbruch der 

Nebenproduktbildung zu beobachten ist (Abb. 9A, B). Durch Gegenüberstellung der Proteinsequenzen 

des FabG aus E. coli und B. megaterium zeigt sich, dass sich in der B. megaterium Sequenz an Position 

233 ein Glutaminrest (Q) befindet, wohingegen E. coli Glutaminsäure (E) aufweist. Wie durch Lai and 

Cronan beschrieben, resultiert eine Substitution zu Lysin in E. coli (E233K) in einer erhöhten 

Temperatursensibilität gegenüber dem Wildtypenzym [234]. Eine Modifikation der Enzymsequenz 

(insb. Doppelmutation E233K/A154T) könnte zur Erhöhung der Temperatursensibilität beitragen, um 

die Nebenproduktbildung schon bei geringeren Temperaturen, wie 37°C zu inhibieren und die 

Produktselektivität weiterer B. megaterium Ganzzellsysteme zu steigern [234].  Eine weitere 

Möglichkeit stellt der Austausch der FabG Sequenz in B. megaterium durch die E. coli FabG-Sequenz 

dar, was der Erhaltung der essentiellen Funktion des Proteins dienen könnte, ohne jedoch eine 

derartige Aktivität gegenüber Steroiden aufzuweisen (Daten nicht gezeigt). Desweiteren zeigte die 

Zugabe des Lösemittels Aceton eine Inhibierung der Nebenproduktsynthese (Kapitel 2.1, Abb. 3B). Die 

Zugabe des Lösemittels aktiviert die NADP+-Regeneration mittels rekombinanter LbADH, welches 

Aceton als Substrat zur Reduktion zu Propanol unter NADPH Verbrauch nutzt. Folglich verhindert die 

Senkung des cytosolischen NADPH-Spiegels die NADPH-abhängige Katalyse durch FabG zur Bildung 

des unerwünschten Nebenproduktes (siehe Kapitel 2.1, Abb. 12). Hierbei zeigte bereits eine einmalige 

Acetonzugabe (vor oder zum Startzeitpunkt der Synthese) eine nahezu vollständige Inhibierung der 

Nebenproduktbildung, welche unabhängig vom Zeitpunkt der Acetonzugabe (vor, bei Start der 

Reaktion oder beides; Abb. 9C) erfolgte. Im Vergleich dazu erzielte eine zweifache Zugabe des 

Lösemittels einen negativen Effekt auf die 11βHSD1-Aktivität, was vermutlich auf der Empfindlichkeit 

des Proteins gegenüber dem organischen Lösemittel beruht. Dieses weist die Eigenschaft auf, Proteine 

bei steigenden Konzentrationen zu denaturieren [235]. 
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Abbildung 9: 11βHSD-Aktivität und Nebenproduktbildung in Abhängigkeit von unterschiedlichen 
Reaktionsparametern. Umgesetzt wurden 100 µM Hydrocortison (dunkelgraue Balken) zu hydrophilem 
Nebenprodukt (NP; schwarze Balken) und Cortison (hellgraue Balken). Der Gehalt der Substanzen wurde mittels 
RP-HPLC analysiert und die in Größe der jeweiligen Peakfläche in mV*min dargestellt. Die Balken entsprechen 
Mittelwerten aus drei Umsatzreaktionen. Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. A: Substrat- 
und Produktgehalt in Abhängigkeit von einer steigenden Reaktionstemperatur nach 60 min.  
B: Nebenproduktbildung in Abhängigkeit von der Umsatztemperatur und Reaktionsdauer nach 30 min 
Reaktionsdauer. C: Substrat- und Produktgehalt in Abhängigkeit von der Acetonzugabe. Die Zugabe erfolgte 
30 min vor (t-30), während (t0) oder zu beiden Zeitpunkten (t-30 + t0). Der Hydrocortisonumsatz ohne Zugabe von 
Aceton dient als Kontrollreaktion (keine Zugabe).  
 

Beide genannten Strategien inhibierten FabG, was zur signifikanten Optimierung der ökonomisch und 

ökologisch nachhaltigen Synthese von Cortison oder weiterer Biokatalysen im B. megaterium 

Ganzzellsystem beiträgt. Neben der Rolle als Substrat erfolgt der Einsatz organischer Lösemittel in 

biotechnologischen Verfahren vorwiegend, um die Löslichkeit hydrophober Substanzen zu erhöhen. 

Dazu zählen hydrophobe Substanzen wie Steroide, deren Löslichkeit in wässrigen Medien durch 

Lösungsmittel signifikant erhöht werden kann und deren Zugänglichkeit zu Zielproteinen ermöglicht. 

Hierzu zeigte das organische Lösemittel DMSO den größten Effekt (Kapitel 2.1, 2.2, 2.3). Insbesondere 

in Kapitel 2.1 war es damit möglich, hochkonzentrierte Hydrocortison-Stammlösungen herzustellen und 

durch Einsatz von 25% (v/v) DMSO im Umsatzmedium eine 5-fache Cortisonproduktion im Vergleich 

zu Ethanol (5 % v/v) zu erzielen (Kapitel 2.1 Abb. 5). Neben der verbesserten Löslichkeit des 

hydrophoben Substrates erhöht DMSO auch die Permeabilität von hydrophoben Zellmembranen, 

da die Anordnung der Lipide in der Doppelschicht durch die Interaktion mit hydrophoben Acylketten der 

Phospholipide maßgeblich verändert oder gar zerstört werden kann [236,237]. Die erleichterte Diffusion 

der kleinen DMSO-Moleküle über die geschwächte Lipidbarriere in das bakterielle Cytosol ermöglicht 

die Interaktion mit weiteren Zellbestandteilen [238], was insbesondere in Kapitel 2.1 von großer 

Bedeutung ist. B. megaterium bildet bei Nährstoffknappheit vermehrt PHB (Poly(3-Hydroxy-

buttersäure))-Körper im Cytosol, welche von einer Phospholipid-Einzelschicht umgeben sind und als 

Energiespeicher fungieren [239–241]. Zusätzlich erfolgt neben der Anreicherung von PHB im Inneren 

der Einschlusskörper eine Aufnahme überschüssiger hydrophober Substanzen. Dies wurde unter 

anderem für Cholesterol beobachtet [25], was ebenfalls auf einen Einschluss des strukturell ähnlichen 

Derivates Hydrocortison schließen lässt. Vermutlich setzt DMSO in erhöhten cytosolischen 

Konzentrationen die Stabilität und Permeabilität der Phospholipid-Einzelschicht herab, was in einer 

Freisetzung von Hydrocortison ins Cytosol resultiert und folglich eine gesteigerte Interaktion mit den 

löslichen 11βHSD1 Proteinen induziert. Um diese Theorie zu bestätigen, könnten 

fluoreszenzmikroskopische Analysen mit Nilrot zur Visualisierung der PHB-Körper unter Anwesenheit 

von DMSO durchgeführt werden [25,242]. Alternativ dazu könnte der modifizierte Stamm GHH3 als 

Zellumgebung dienen [25]. Dieser Stamm ist nicht fähig zur Expression des Gens für die PHB-
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Polymerase Untereinheit phaC was folglich in einer fehlenden Ausbildung der PHB-Körper resultiert. 

Möglicherweise könnte dies zu einer Reduktion der benötigten DMSO-Konzentration führen, da hierbei 

kein Einschluss der Steroidverbindungen in den PHB-Körpern erfolgen kann.   

Die sukzessive Erhöhung der DMSO Konzentration auf insg. 4,8% ist möglicherweise ebenfalls in den 

vorgestellten E. coli-basierten Ganzzellsystemen (Kapitel 2.2 und 2.3) ein wichtiger Faktor zur 

Prozessoptimierung, aufgrund der verbesserten Aufnahme der hydrophoben Verbindungen durch 

Zellmembranpermeabilisierung [237,243]. Darüber hinaus zeigt DMSO antioxidative Eigenschaften 

gegenüber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was eine irreversible Schädigung der prosthetischen 

Hämgruppe und eine einhergehende Herabsetzung der P450-Enzymaktivität verhindern kann [244–

246].  

Zur gezielten Permeabilisierung in Kapitel 2.2 und 2.3 diente Polymyxin B, ein Polypeptid-Antibiotikum, 

welches als Folge einer Einlagerung in die Zellmembran gramnegativer Bakterien und Bildung von 

LPS-Polymyxin B-Komplexen die Anordnung der Phospholipide stört [247]. In Kapitel 2.3, wurde die 

Phospholipid-Konzentration als Folge der Zelldichteanpassung in der Mischkultur erhöht. Eine 

nachfolgende Steigerung der Polymyxin B-Konzentration ermöglichte eine Produktionssteigerung von 

Premedrol um weitere 33% (Kapitel 2.3, Abb. 8B). Aufgrund ökonomischer Aspekte ist Polymyxin B 

allerdings nicht für einen Einsatz in industriellen Verfahren geeignet. Dennoch unterstreicht diese 

Beobachtung die Wichtigkeit der Plasmamembranpermeabilität für einen ausreichenden Substrat-

/Produktaustausch. Für den Zweck der Membranpermeabilisierung im Rahmen einer industriellen 

Prozessoptimierung wäre die Untersuchung höherer DMSO-Konzentrationen oder die Verwendung 

alternativer Lösemittel und Detergenzien wie TritonX-100, Aceton, Toluen, EDTA, Tween 80 oder 

Cyclodextrine möglich [248,249]. 

 

Ist der Substratzugang über die bakterielle Membran gewährleistet, kann die Konformation des 

Substrateintrittkanals eine weitere Hürde zum aktiven Zentrum des katalysierenden Proteins 

darstellen. Abhängig von Größe, Hydrophobizität oder Ladung der Aminosäurereste in diesem Bereich 

kann der Substrateintritt oder die Produktfreisetzung im Protein beeinflusst werden. Durch Zhao et al. 

wurden unterschiedliche Reste im bCYP21A2 Eintrittskanal beschrieben, die nahen Kontakt zu 17OHP 

(17-Hydroxyprogesteron) innerhalb der Distanz von 4 Å aufweisen [250]. Bei genauer Analyse des 

Proteinmodells repräsentierte der voluminöse, hydrophobe Aminosäurerest M210 eine potenzielle 

Barriere zum Substrateintritt. Im Vergleich zu den natürlichen Substraten Progesteron oder 17OHP, 

enthalten Medran und Premedrol eine zusätzliche hydrophobe Methylgruppe, welche eine stärkere 

Wechselwirkung zum hydrophoben Methionin ausbilden kann. Nach dem Austausch durch kleinere 

Reste zeigte ausschließlich Valin eine erhöhte Premedrolbildung von 30% nach 24 h (Kapitel 2.2, 

Abb. 5). Durch in silico Analyse des Proteins und Erstellung eines modifizierten Modells konnte zwar 

eine sterische Hinderung des Substrateintritts durch Methionin mit großer Wahrscheinlichkeit 

ausgeschlossen werden, allerdings könnten resultierende Konformationsänderungen einen indirekten 

Einfluss auf den Substrat-/Produktaustausch haben. Um dies zu untersuchen, könnte eine 

Strukturaufklärung durch Proteinkristallisation mit anschließender Röntgenstrukturanalyse erfolgen. 

Darüber hinaus kann die Modifikation Grund für eine erhöhte Stabilität oder Expression des Proteins 

sein. Zur genauen Analyse der Expressionslevel wäre die Bestimmung der Proteinkonzentration im 
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Vergleich zum WT über SDS-PAGE oder Antikörper-Nachweis möglich. Darüber hinaus könnten 

spektroskopische Methoden, wie etwa Zirkulardichroismus Spektroskopie Aufschluss über mögliche 

Konformationsänderungen, sowie die Proteinstabilität geben. Die Mutagenese M210V, sowie eine 

Coexpression von Cytb5, resultierten als einzelne Maßnahmen im Fed-Batch-Verfahren in einer 

Steigerung um jeweils 22 bzw. 41% der Produktivität. Die Kombination beider Strategien wiesen mit 

46% allerdings nahezu keine zusätzliche Produkterhöhung auf. Daher wurde vermutet, dass weitere 

Faktoren wie Produkt- oder Substratinhibierung zur Limitierung der CYP21A2-Produktivität 

beitragen. Diese Theorie konnte durch Zugabe steigender Premedrolkonzentrationen bestätigt werden. 

Die Zugabe von mehr als 2 mM bewirkte eine ausgeprägte Produktinhibierung der CYP21A2-

katalysierten Reaktion (Siehe Kapitel 3, Supplementary Data Abb. S1). Dieser Effekt ist vermutlich auf 

eine kompetitive Bindung des Premedrols an CYP21A2 zurückzuführen [251]. Zusätzlich führt die 

Bildung des löslicheren Premedrols zu einer Anreicherung im Medium und daher einer verringerten 

Löslichkeit von Medran, was dessen Zugänglichkeit zu CYP21A2 herabsetzt. Aus diesem Grund wurde 

in Kapitel 2.3 eine simultane Acetylierung des Produktes Premedrol durchgeführt, welche durch die 

Cokultivierung von CAT1-produzierenden Zellen ermöglicht wurde. Diese Strategie resultierte in einer 

Verdoppelung der Produktbildung der entsprechenden Monokultur (Kapitel 2.3, Abb. 8 A, B). Für eine 

weitere Steigerung der Reaktionseffizienz und Anwendung in industriellen Prozessen wäre die 

Anwendung eines ISPR Verfahrens zur Entfernung des modifizierten Produktes denkbar. Die Trennung 

könnte durch einfache Filtration oder Sedimentation erfolgen, da die Löslichkeit des acetylierten 

Produktes durch dessen erhöhte Hydrophobizität im wässrigen Medium herabgesetzt ist. Diese könnte 

durch Senkung der Temperatur zusätzlich verringert werden. Ferner ist die Abtrennung des 

Steroidacetats durch Adsorption an hydrophobe Materialien [164] oder Extraktion durch eine zweite 

hydrophobe Phase möglich [165], was eine Durchführung weiterer Umsatzzyklen ermöglichen könnte. 

Eine anschließende Hydrolyse der acetylierten Verbindung kann ebenfalls durch Fermentation mit 

verschiedenen Mikroorganismen wie Nocardioides simplex [252] oder B. megaterium (Daten nicht 

gezeigt) erfolgen.  

Die CAT-katalysierte Reaktion zeigte, ähnlich zu der CYP21A2-vermittelten Reaktion, eine Premedrol-

vermittelte Inhibierung für Konzentrationen über 2 mM (Abb. 10A). Dies ist ein möglicher Grund für die 

Abhängigkeit der Medranumsetzung von den Zelldichtenverhältnissen in Kapitel 2.3. Vermutlich führt 

eine zu schnelle Anhäufung des Premedrols durch CYP21A2 im Medium zu einer kompetitiven 

Hemmung des CAT1. Die Anwesenheit ausreichend hoher Konzentrationen des Substrates kann die 

Bildung eines inaktiven Enzym-Substrat-Komplexes induzieren, indem mehrere Substratmoleküle 

schwach an verschiedenen funktionellen Gruppen des aktiven Zentrums assoziiert sind. Dahingegen 

weist ein aktiver Komplex lediglich ein Substratmolekül auf, welches gebunden an mehrere 

funktionellen Gruppen des aktiven Zentrums vorliegt [253,254]. Im Gegensatz dazu konnte eine 

Cortison-vermittelte Substratinhibition der CAT1-katalysierten Reaktion erst bei erhöhten 

Konzentrationen (> 10 mM) beobachtet werden (Abb. 10B). Premedrol weist im Gegensatz zu Cortison 

eine hydrophilere Hydroxylgruppe in Position C11 und eine zusätzliche Methylgruppe in Position C6 

auf. Daher ist die Wahrscheinlichkeit einer hydrophilen und/oder hydrophoben Interaktion der 

funktionellen Gruppen mit denen des aktiven Zentrums von CAT1 erhöht. Dies kann zum einen die 

Affinität zum aktiven Zentrum beeinflussen, was die Bildung von inaktiven Komplexen bei steigenden 
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Premedrolkonzentrationen begünstigen kann. Darüber hinaus kann dieser Faktor ebenfalls in einer 

gesteigerten Bindungsaffinität des acetylierten Produktes und somit in einem gehinderten Substrat-

Produkt-Austausch im aktiven Zentrum des Enzyms resultieren. Da der inhibierende Effekt beider 

dargestellter E. coli Ganzzellsysteme in Kapitel 2.2 (dargestellt in Kapitel 2.3 Fig. S1) und 2.3 

(Abb. 10A) ab Substratkonzentrationen von 2 mM Premedrol zu beobachten war, wäre auch eine 

toxische Wirkung des Premedrols auf den E. coli Metabolismus denkbar. Um die Akkumulation hoher 

Premedrolkonzentrationen im Medium zu vermeiden, wäre daher eine kontinuierliche Titration von 

Medran und umgehende Modifikation von Premedrol in der Mischkultur, wie in Kapitel 2.3 dargestellt, 

vorteilhaft zum Erhalt der CYP21A2- und CAT1-Proteinaktivität. Desweiteren zeigte die CYP21A2-

katalysierte Reaktion in Kapitel 2.2 zusätzlich eine Inhibierung der Proteinaktivität durch Anwesenheit 

hoher Konzentrationen des Substrats Medran (4,8 mM), welche durch eine sukzessive Substratzugabe 

reduziert werden konnte (bis zu 66%) (Kapitel 2.2, Abb. 6). Eine mögliche Hypothese zur Erklärung 

dieses Phänomens beschreibt zwei benachbarte oder entfernte Bindestellen in P450, wobei es sich 

um eine produktive und eine nicht-produktive Bindestelle mit absteigender Bindungsaffinität zum 

Substrat handelt. Bei hohen Substratkonzentrationen erfolgt eine Besetzung der nicht-produktiven 

Seite, was zu sterischen, elektrischen oder allosterischen Wechselwirkungen führt und folglich die 

Aktivität des Enzyms herabsetzt [255].  

 

Abbildung 10: CAT1-Aktivität zur Steroidacetylierung in Abhängigkeit von der Premedrol- (A) und 
Cortisonkonzentration (B) nach 24 h Umsatzdauer. Die Analyse der Produkte erfolgte via RP-HPLC. 
Gezeigt sind die Mittelwerte aus jeweils drei Umsatzreaktionen. Standardabweichungen sind als 
Fehlerbalken dargestellt.  
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3.3 Ökologische Bewertung der biotechnologischen Cortisonsynthese  

Die chemische Herstellung pharmazeutischer Substanzen erfordert einen hohen Verbrauch an 

Rohstoffen, Lösemitteln, Energie und verursacht eine erhöhte Abfallproduktion. Um dies zugunsten des 

Umweltschutzes zu vermeiden, besteht ein zunehmender Bedarf an ökologisch nachhaltigen 

Syntheseverfahren. Durch die Anwendung von (semi-)biotechnologischen Verfahren können 

ökologische Standards einfacher erreicht und Reaktionen effizienter durchgeführt werden, wie etwa 

durch eine Reduktion der Syntheseschritte unter milden Reaktionsbedingungen. Die Etablierung und 

Optimierung der biotechnologischen C11-Oxidation von Hydrocortison in Kapitel 2.1 erfolgte mit dem 

Ziel, das damit verbundene Belastungspotenzial für die Umwelt zu minimieren, zu bewerten und 

anschließend einem vergleichbaren chemischen Prozess gegenüberzustellen. Hierbei werden die 

finale Produktkonzentration, Umsatzeffizienz aber auch assoziierte Sicherheitsfaktoren für Mensch und 

Umwelt mitberücksichtigt und fließen in die Bewertung ein. Zum einen konnte die Produktkonzentration 

und Ausbeute durch die Optimierungen gesteigert werden, zum anderen wurde die Bildung 

unerwünschter Nebenprodukte durch die Wahl des Expressions- und Umsatzmediums verhindert. 

Hierdurch entfällt eine aufwändige Isolierung der Produkte und die Identifikation und fachgerechte 

Entsorgung unbekannter Stoffe. Der Wechsel von einem Arabinose- oder Xylose-induzierbaren 

Promotor zu einem konstitutiven Promotorsystem bewirkte eine Verringerung der Menge erforderlicher 

Reagenzien und eine erhebliche Steigerung der Produktivität um jeweils 70% und 110%. Desweiteren 

führte der Ersatz von Kaliumphosphatpuffer durch bereits genutztes Medium für die Umsatzreaktion zu 

einer Verringerung der Prozessschritte, da die Zellen nicht von Vollmedium getrennt und anschließend 

in ein Puffersystem überführt werden müssen. Wie in Kapitel 2.1 dargestellt, erfordert die Verwendung 

des Expressionsmediums für die Umsatzreaktion im Labormaßstab zwar einen Arbeitsschritt zur 

Konzentrierung der Zellen um ein Feuchtzellgewicht von 180 g L-1 zu erreichen, könnte aber durch die 

Verwendung eines Bioreaktors mit gleichmäßiger Durchmischung und Sauerstoffdurchsatz eliminiert 

werden. Zusätzlich ermöglicht die Durchführung des Umsatzes einen verringerten Bedarf an 

phosphathaltigen Komponenten, was letztendlich im Hinblick auf die Entsorgung zu verringertem 

Abfallvolumen und geringerer Eutrophierung von Gewässern führt. Zwar kommt im finalen 

Ganzzellsystem das leicht entzündliche Lösungsmittel Aceton (2,5% v/v) zum Einsatz, welches einen 

niedrigen Flammpunkt bei −20 °C aufweist, jedoch maßgeblich zu einer erhöhten Produktkonzentration 

beiträgt und zudem eine selektive Synthese ohne Nebenprodukte ermöglicht (Kapitel 2.1, Abb. 3B). 

Eine denkbare Optimierung zur Verringerung des sicherheitsbezogenen Risikopotenzials könnte hier 

durch Verwendung von längerkettigen Ketonen mit erhöhtem Flammpunkt erfolgen. Voraussetzung 

hierfür wäre eine ähnliche Effizienz der LbADH-Aktivierung und FabG-Inhibierung (Verweis auf 2.1), 

jedoch ohne inhibierenden Effekt auf 11βHSD1. Ferner können für eine simultane NADP+ Regeneration 

alternative Regenerationssysteme zum Einsatz kommen, welche ohne die Zugabe von Lösemitteln 

aktiv sind. Beispielsweise zeigen hier NAD(P)H-Oxidasen großes Potenzial, da sie lediglich Sauerstoff 

zu Wasser, unter NADPH Verbrauch, reduzieren [256]. 

Durch die geringe Löslichkeit des Substrats Hydrocortison wurde DMSO als Lösemittel gewählt. Dieses 

wird in hoher Konzentration eingesetzt, kann allerdings durch den hohen Flammpunkt bei 88°C zu den 

eher schwerentflammbaren Substanzen eingeordnet werden, was das Sicherheitsrisiko gering hält. Es 

weist zudem eine verhältnismäßig geringe Ökotoxizität im Vergleich zu ähnlichen Lösemitteln wie DMF 
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und THF auf. Dennoch kann diese Komponente durch Recyclingsysteme, basierend auf Elektrodialyse 

zur Entfernung anorganischer Salze [257] und anschließender fraktionierter Destillation [258], oder 

durch einen kontinuierlichen Gefrierprozess [259], wieder aufbereitet werden. Durch die Nachschaltung 

eines dieser Prozesse könnten die mit DMSO kontaminierten Abfälle reduziert werden, was das 

Lösemittel zum großen Teil aus der ökologischen Bewertung ausschließen würde. Zudem ermöglichen 

solche Verfahren das Rückführen von DMSO in den Produktionsprozess, was zusätzliche ökonomische 

Vorteile mit sich bringen würde. Durch den AK Heinzle (Technische Biochemie, Universität des 

Saarlandes) wurde dieser Prozess einer Bewertung der Risikopotentiale unterzogen und einem 

vergleichbaren chemischen Prozess gegenübergestellt. Als Grundlage diente eine patentierte 

Einschrittsynthese (Patentschrift CN 103304615 B). Da kein gleichartiger Prozess mit Cortisol als 

Substrat ermittelt werden konnte, diente hierzu die Synthese durch 17-(2-Iodoacetyl)-Cortison (CAS-

Nr. 5758-63-4) als Ausgangsverbindung, um die Kenngrößen eines chemischen Prozesses 

exemplarisch festlegen zu können. Bei diesem wurde das Substrat in einem Methanol/Wasser Gemisch 

(1:1) gelöst, welches mit einer methanolischen KOH Lösung in Anwesenheit der 

Katalysatorkomponente Tetramethyl-ammoniumhydroxid titriert wurde. Die finale Produktausbeute 

betrug 81% bei einer Produktkonzentration von 81 g L-1 Cortison. Anhand dieser Informationen war es 

möglich, die Ökobilanzen des chemischen und biotechnologischen Prozesses gemäß Heinzle et al. zu 

ermitteln, und vergleichbar darzustellen [260]. Desweiteren war es möglich, die resultierenden 

Produktmengen und prozessbedingte Risikopotentiale ins Verhältnis zu setzen (Kosten/Nutzen). 

Hierzu werden die Massen der eingesetzten Substanzen ermittelt (Massenindices) (Abb. 11A, C) und 

je nach Risikopotential gewichtet. Letzteres erfolgt durch eine Aufschlüsselung nach unterschiedlichen, 

jeweils für Input und Output-spezifischen, relevanten SHE (Safety, Health, Environment)-Kriterien (wie 

z.B. Rohstoffgewinnung oder Komplexität der Substratsynthese für Input und Eutrophierungs- oder 

Erderwärmungspotenzial für Output), welche in Gesamtumweltbewertungskennzahlen (SHE-Indices) 

ausgegeben werden (Abb. B,D). Durch Summierung dieser Kennzahlen können unterschiedliche 

Prozesse in frühen Phasen, (wenn genaue, z.B. gerätespezifische Daten unbekannt sind) verglichen 

werden1.  

  

 
1 Die SHE-Risikobewertung (Kapitel 3.2) erfolgte ausschließlich durch Prof. Dr. Elmar Heinzle und Dr. Christian 

Weyler auf Grundlage von Heinzle et al. 2006 und dient zur Veranschaulichung des ökologischen Einflusses des 
optimierten Prozesses und der Verdeutlichung ihrer möglichen industriellen Anwendbarkeit. 
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Abbildung 11: Ökoeffizienzanalyse des chemischen und etablierten biochemischen Prozesses. Die 
Analyse erfolgte mittels Berechnung der Massenindices (A,C) und SHE-(Safety, Health, Environment) 
Indices (B,D) der einzelnen Komponenten gemäß Heinzle et al. [260]. Zur Gegenüberstellung diente 
eine vergleichbare chemische Cortisonsynthese [261]. Abbildung wurde modifiziert nach Heinzle und 
Weyler (unveröffentlichte Daten). 

 

Im Hinblick auf die errechneten SHE-Indices ergeben sich für den biotechnologischen Prozess bei der 

Bewertung nach SHE-Kriterien geringere Input- (-45,5%) und vergleichbare Output-Werte (+8,9 %) 

(Abb. 11D) gegenüber dem chemischen Prozess (Abb. 11B). Hierbei ist zu beachten, dass es sich bei 

dem chemischen Prozess zwar nicht um das gleiche Edukt handelt, dennoch resultiert der Prozess in 

dem gewünschten Produkt. Die Patentierung im Jahr 2015 deutet auf die hohe Aktualität des Prozesses 

und seiner vermutlichen, industriellen Anwendung hin [260]. Zusammenfassend kann das 
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B. megaterium Ganzzellsystem aus ökologischer Sicht als biotechnologischer Prozess mit chemischen 

Synthesen gleichgestellt werden. Zwar beschreibt der Prozess in Kapitel 2.1 lediglich einen 

biotechnologischen Reaktionsschritt im Labormaßstab, zeigt jedoch großes Potenzial, auch in 

industriellen Prozessen Anwendung zu finden. Durch die genannten Punkte kann der Prozess 

zusätzlich optimiert werden und stellt daher eine realistische industrielle Anwendungsmöglichkeit für 

eine ökologisch nachhaltige Cortisonsynthese dar.
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4. Perspektiven 

4.1 Industrielle Modifikation von Glucocorticoiden  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das große Potenzial von bakteriellen Ganzzellsystemen zur 

umweltfreundlichen Produktion pharmazeutisch relevanter, steroidaler Verbindungen demonstriert 

werden. Durch die genannten Strategien konnten eine Vielzahl an Limitierungen der vorgestellten 

Ganzzellsysteme identifiziert und durch deren Vermeidung Produktbildung und -selektivität gesteigert 

werden. Aufgrund begrenzter, kontinuierlicher Kontrolle unterschiedlicher Parameter (O2-Durchsatz, 

pH-Wert, Zelldichte, Homogenität der Zellkultur etc.) unter Laborbedingungen könnte durch die 

Verwendung von automatisierten Bioreaktoren eine optimierte Produktion mit industrienahen 

Bedingungen erprobt werden. Die vorgestellten Untersuchungen in Kapitel 2.3 lieferten konkrete 

Hinweise auf eine bestehende Substratinhibierung, welche mittels sukzessiver Supplementierung 

minimiert werden konnte. Dahingegen könnte diese durch automatisierte und kontinuierliche Titration 

der Verbindungen nahezu komplett eliminiert werden. Zum Zweck einer industriellen 

Glucocorticoidsynthese besteht neben einer Hochskalierung des Kulturvolumens die Möglichkeit zur 

Durchführung einer kontinuierlichen Fermentation. Eine simultane Entfernung von hydrophoben 

Produkten durch ISPR-Methoden ermöglicht das Durchlaufen mehrerer Synthesezyklen, was die 

Produktausbeute pro Zeiteinheit signifikant erhöhen könnte. Allerdings sind Langzeit-Fermentationen 

zumeist durch Faktoren wie eine eingeschränkte genetische Stabilität und Verlust der transformierten 

Plasmide im rekombinanten Wirt beeinträchtigt. Dies kann in einer abweichenden Kopienanzahl 

individueller Zellen und Schwankungen der Zielprotein- und Produktkonzentration in der 

Fermentationskultur resultieren. Diese Aspekte könnten durch die chromosomale Integration der 

rekombinanten Gene mittels homologer Rekombination oder CRISPR/Cas [262] umgangen werden, 

was eine Erhaltung der genetischen Stabilität ohne erforderlichen Selektionsdruck ermöglicht. Neben 

der Konstruktion eines genetisch stabilen B. megaterium Stammes zur Cortisonsynthese könnte diese 

Herangehensweise ebenfalls für die Premedrolproduktion im E. coli Ganzzellsystem genutzt werden. 

Da bei Letzterem insbesondere das Verhältnis der Proteine P450/CPR/Cytb5 (Kapitel 2.2 Abb. 3) eine 

entscheidende Rolle für eine optimale Interaktion spielt, kann die Expression der chromosomal 

integrierten Gene sowohl durch unterschiedlich starke Promotoren, als auch durch eine variierende 

Kopienanzahl reguliert werden [26]. Dies trifft auch auf eine nachfolgende Acetylierung des Premedrols 

zu (siehe Kapitel 2.3, Abb. 8A), welche durch die stabile Expression eine Aufrechterhaltung des 

optimalen P450/CAT1-Verhältnisses erzielen könnte. So könnte durch die zusätzliche chromosomale 

Integration der CAT1 Sequenz die vorgestellte Zweischrittsynthese zur Premedrolacetatbildung auf ein 

Ganzzellsystem beschränkt werden und folglich den Bedarf des teuren Permeabilisators Polymyxin B 

senken. Da die isolierten Systeme CYP21A2+Cytb5 und CYP21A2_M210V (siehe Kapitel 2.2, Abb. 6) 

eine erhöhte Premedrolproduktion im Fed-Batch-Modus aufweisen, besteht der Hinweis, dass der 

positive Effekt durch Kombination beider Optimierungen lediglich durch die bestehende 

Produktinhibierung verhindert wurde. Für weitere Untersuchungen sollte das Hydroxylierungspotenzial 

des Ganzzellsystems CYP21A2_M210V+Cytb5 in der Mischkultur mit CAT1-exprimierenden Zellen 

getestet werden. Als Teilschritt eines ISPR-Verfahrens mittels Löslichkeits- oder 

Hydrophobizitätsänderungen zeigt die Steroidacetylierung durch CAT1 großes Potenzial. Nach der 
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Isolierung des stark hydrophoben Steroidesters kann eine Hydrolyse des Steroidacetats durch weitere 

mikrobielle Fermentationssysteme erfolgen. Je nach Zielverbindung kann dieses ebenso als 

Ausgangsverbindung für weitere Synthesen oder selbst als steroidaler Wirkstoff eingesetzt werden, 

wobei letzteres keine weiteren, aufwendigen Reinigungsschritte erfordern würde. Beispielsweise ist die 

erweiterte Anwendung des CAT1-Systems zur Optimierung des B. megaterium Ganzzellsystems 

(Kapitel 2.1) ebenfalls möglich. CAT1 zeigt zwar Acetylierungsaktivität gegenüber Cortison und seinem 

Substrat Hydrocortison, allerdings ist das Enzym 11βHSD1 zusätzlich in der Lage auch 

Hydrocortisonacetat in Position C11 zu oxidieren. Durch eine erste Voruntersuchung in B. megaterium 

konnte jedoch bislang nur ein geringer Umsatz verzeichnet werden (Daten nicht gezeigt). Dies ist sehr 

wahrscheinlich auf eine hohe Aktivität wirtseigener Esterasen zurückzuführen. Diese begrenzen sich 

auf vier potenzielle Carboxylesterasen (siehe Tabelle 3). Hierbei wird die stärkste Aktivität für die 

codierte Esterase des ORF BMD_2256 aufgrund der hohen Homologie zum sog. „Say1“ Motif vermutet,  

welches als Sterylacetylhydrolase in S. cerevisiae beschrieben ist [263]. Für eine zufriedenstellende 

heterologe CAT1-Expression und Acetylierungsaktivität sollten die individuellen Esteraseaktivitäten 

gegenüber Steroidestern geprüft werden und Gene der verantwortlichen Esterasen chromosomal 

deletiert werden. Darüber hinaus bietet die Anwendung der verantwortlichen Esterase aufgrund ihrer 

hohen Steroid-Hydrolyseaktivität die Möglichkeit zum Einsatz für weitere Ganzzelltransformationen. 

Beispielsweise kann dieses als effektives Werkzeug zur selektiven Regeneration von Premedrol in 

Kapitel 2.3 eingesetzt werden. 

Tabelle 3: Potentielle ORF im B. megaterium DSM912 Genom codierend für Esterasen, fähig zur Hydrolyse von 
Steroidestern  

Genbezeichnung in B. megaterium 

DSM912 

charakterisierte Enzymklasse 

BMD_2256 Carboxylesterase 

BMD_0488 Protein der Phospholipase/Carboxylesterase Familie  

BMD_2999 Protein der Phospholipase/Carboxylesterase Familie 

BMD_5032 Carboxylesterase 

Quelle: Datenbank „MegaBac v9“ der TU Brauchschweig 

Ohne simultane Produktentfernung konnte im Rahmen der Cortison-Ganzzellsynthese in 

B. megaterium dennoch eine industriell relevante Produktkonzentration von 14 g L-1 erreicht werden. 

Durch Betrachtung konzentrationsabhängiger Hydrocortisonumsätze wird das Potenzial zur weiteren 

Steigerung der Produktkonzentration ersichtlich (Abb. 12). Durch den Einsatz der maximal möglichen 

Stammkonzentration von Hydrocortison in DMSO (400 mM) ergibt sich durch Anwendung linearer 

Regression eine theoretische, maximale Produktkonzentration von 28,8 g L-1 was einer Erhöhung um 

den Faktor von 1,8 entspricht. Zur weiteren Steigerung der Produktion besteht die Möglichkeit, 

ungelöstes Hydrocortison zur Fermentationskultur hinzuzugeben (siehe Abb. 12, grün).  
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Abbildung 12: Ermittelte und prognostizierte Cortisonproduktion in Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte der resultierenden Cortisonkonzentration (blau) nach 24 h 
des Umsatzes in M9CA Medium in Abhängigkeit von der eingesetzten Hydrocortisonkonzentration. Das 
experimentell ermittelte Produktmaximum unter Einsatz von 50 mM Hydrocortison liegt bei 14,13 g*L-1 Cortison. 
Die prognostizierte Cortisonproduktion (rote gestrichelte Linie) erfolgte mittels linearer Regression und zeigt ein 
theoretisches Maximum der Cortisonkonzentration bei 28,8 g*-1 unter Einsatz der maximalen Arbeitskonzentration 
von 100 mM Hydrocortison bei gleichbleibender DMSO Konzentration im Umsatzmedium. Gesteigerte 
Hydrocortisonkonzentrationen durch Zugabe des Feststoffes sind in grün dargestellt. Die maximale 
Standardabweichung beträgt ±0,3 g*L-1. 

 
Zum einen ermöglichte der Einsatz dieses Systems die biotechnologische Wertsteigerung der 

Verbindung Hydrocortison und die Herstellung von Cortison als günstiges Startmaterial für die 

Produktion weiterer Verbindungen wie Cortisonacetat oder Prednison. Zum anderen zeigte dieses 

System Anwendbarkeit zur Etablierung einer Zweischrittsynthese in einem E. coli Ganzzellsystem 

(siehe Kapitel 3.1.1). Dieses könnte zur Produktion weiterer Verbindungen wie 11βOH-Androstendion 

und 11βOH-Testosteron [264] mit anschließender Oxidation zu den korrespondierenden 11Keto-

Verbindungen [265] eingesetzt werden. 11OH- und 11Keto-Testosteron stellen biologisch 

hochwirksame Androgene dar, die zur Aktivierung des Androgenrezeptors in derselben Intensität wie 

Testosteron und Dihydrotestosteron imstande sind. Die Androstendionderivate können als Marker von 

adrenalen oder gonadalen Erkrankungen eingesetzt werden [266]. 

4.2 Optimierung des B. megaterium Ganzzellsystems zur Vitamin D2 - Hydroxylierung  

Die erfolgreiche Hydroxylierung von VD2 mittels CYP109E1 im B. megaterium Ganzzellsystem konnte 

in Kapitel 2.4 zum ersten Mal gezeigt werden. Dieses System demonstriert eine erfolgreiche 

Modellsynthese zur biotechnologischen Produktion 24,25-dihydroxylierter VD2 Metaboliten, welche, 

analog zum Hauptmetaboliten 1α,25(OH)2VD2 eine Aktivierung des VD-Rezeptors aufweisen. Trotz 

erfolgreicher Produktion und hoher Selektivität der hydroxylierten Verbindungen besteht aufgrund 

geringer Ausbeute verbleibender Optimierungsbedarf des Systems. Durch Anwendung von Strategien, 

wie in Kapitel 3.2 beschrieben, könnte die Produktivität und Selektivität des Ganzzellsystems erhöht 

werden. Beispielsweise könnte die Untersuchung alternativer Promotoren zu einer Steigerung der 

Proteinkonzentration führen. Zusätzlich könnten Chaperone mögliche Fehlfaltungen und 

Proteinaggregationen verhindern, die aufgrund der Überproduktion und der hohen Komplexität des 
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P450-Proteins erwartet werden können. Zur Erhöhung der Substratlöslichkeit und -aufnahme wurden 

in Kapitel 2.4 bereits HP-β-CD und Saponine eingesetzt. Analog zu Kapitel 2.1 könnte sich ein Ersatz 

der Löslichkeitsvermittler durch DMSO oder dessen zusätzliche Zugabe ebenfalls positiv auf die 

Produktbildung auswirken. Da VD2 eine homologe Struktur und ähnliche Hydrophobizität zu Cholesterol 

aufweist, ist deren Einschluss in den Kern der PHB-Körper wahrscheinlich [25]. Aufgrund des 

cytosolischen Charakters von CYP109E1 könnte der Einschluss von VD2 durch die PHB-

Phospholipideinzelschicht eine entscheidende Barriere zur Protein-Ligand-Interaktion darstellen. Durch 

die Zugabe von DMSO könnte diese Barriere geschwächt werden und die Katalyse der Metaboliten 

durch das P450 erhöhen. Durch den Einsatz von CYP109E1 konnten Unterschiede in der 

Produktselektivität bei Nutzung des Substrates VD2 im Vergleich zu VD3 beobachtet werden. Letztere 

konnte bereits mittels ortsspezifischer Mutagenese des CYP109E1 beeinflusst werden. So konnten die 

Ausbeuten der einfach hydroxylierten Produkte 24(OH)VD3 und 25(OH)VD3 durch die jeweiligen 

Mutationen I241A und I85A selektiv gesteigert werden [60]. Möglicherweise ließe sich diese Strategie 

für die Katalyse von VD2 je nach gewünschter Zielverbindung übertragen. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

11βHSD1   11β-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1 

AdR    Adrenodoxin Reduktase 

Adx    Adrenodoxin 

Ara    L-Arabinose 

B. megaterium   Bacillus megaterium 

bCPR    bovine NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase 

C. porcellus   Cavia porcellus (Meerschweinchen) 

CAM    Chloramphenicol 

CAT1    Chloramphenicol acetyl transferase 1 

cp11βHSD1   Cavia porcellus 11β-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1 

Cytb5    Cytochrom b5 

DMSO    Dimethylsulfoxid 

E. coli     Escherichia coli 

ER    Endoplasmatisches Retikulum 

FdR    Ferredoxin Reduktase 

Fdx    Ferredoxin 

GC    Glucocorticoide 

gdhA     NADP-Glutamat Dehydrogenase 

GR    Glucocorticoid Rezeptor 

L. brevis   Lactobacillus brevis 

LbADH    Lactobacillus brevis Alkoholdehydrogenase 

MC    Mineralocorticoide 

MR    Mineralocorticoid Rezeptor 

NAD(P)+/H   Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat) 

NaOAc    Natriumacetat 

nGC    natürliche Glucocorticoide 

ORF    open reading frame, offener Leserahmen   

P450    Cytochrom P450  

P450red   Cytochrom P450 Reduktase 

PHB    Polyhydroxybuttersäure 

RhaB    Rhamnulokinase 

ROS    Reactive oxygen species (Reaktive Sauerstoffspezies) 

S. cerevisiae   Saccharomyces cerevisiae 

Sac    Saccharose 

SDR    short-chain Dehydrogenase/Reduktase 

sGC    synthetische Glucocorticoide 

SHE    Safety, Health, Environment (Sicherheit, Gesundheit, Umwelt) 

VD    Vitamin D 

Xyl    D-Xylose
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