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Zusammenfassung

Steroidale Verbindungen regulieren u.a. die Mineralstoff-Homdostaste, sowie Immun- und
Entziindungsreaktionen 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 fahig sind dkologisch 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-!
aufwies. Eine SHE-Bewertung demonstrierte zudem eine erhéhte Okoeffizienz im direkten Vergleich
zu einem &quivalenten chemischen Verfahren. Ein weiteres Ganzzellsystem ermdglicht 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 flhrte zu einer weiteren Erhdhung der Premedrolproduktion um
117% auf >1,5 g*L-'. AuBerdem wurde die erste biotechnologische und daher hochselektive
Hydroxylierung von Vitamin D2 zur Produktion von physiologisch aktiven Metaboliten entwickelt. All
diese Ergebnisse unterstreichen das grole Potenzial von Ganzzellsystemen, die 0Okologische

Nachhaltigkeit industrieller Synthesen von Feinchemikalien zu erhéhen.



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. 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.



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ganzzellkatalyse als zukunftsorientierte Alternative zu chemischen

Synthesen

Die pharmazeutische Industrie reprasentiert einen gro3en Anteil des gesamten Gesundheitsmarkts
und tragt somit mafgeblich zur globalen Wirtschaft bei. Als Folge der erhéhten Lebenserwartung und
des zunehmend gesundheitsbewussten Lebenswandels der Bevolkerung steigt die Nachfrage nach
gesundheitsbezogenen Produkten, was zu einem stetigem Wachstum des Gesundheitssektors fihrt
[1]. Infolge der Globalisierung steigt der wirtschaftliche Konkurrenz- und Preisdruck. Diese
Wettbewerbsbedingungen férdern eine weitere Steigerung der globalen Produktionsmengen, welche
zunehmend negativen Einfluss auf die Erhaltung der Umwelt ausiibt [2]. Eine erhdhte Sensibilisierung
der Bevdlkerung fir Klimawandel und Umweltschutz flihrte 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 dkonomischer Verfahren zur nachhaltigen Herstellung pharmazeutischer Produkte [3].

Zur industriellen Herstellung pharmazeutisch wirksamer Substanzen kommt bisher groRtenteils die
chemische Synthese zum Einsatz. Trotz jahrelanger Prozessoptimierung resultieren solche Verfahren
immer noch in einer hohen Umweltbelastung, welche auf verschiedenste Faktoren zuriickzufiihren ist.
Von groRBer Bedeutung sind hierbei der Einsatz von umwelttoxischen Substanzen wie etwa
halogenierten Verbindungen, sowie die Verwendung von entflammbaren, organischen Losemitteln [4].
Diese Reagenzien werden unter hohen Temperaturen und Druckverhaltnissen eingesetzt, was grofRe
Energiemengen erfordert und auflerdem ein hohes Belastungspotenzial der Gewasser und der
Atmosphare darstellt. Demnach resultieren chemische Synthesen in einem unverhaltnismaRig
negativen o6kologischen Einfluss. Um diesen zu minimieren, werden umweltbezogene MalRnahmen
immer weiter verscharft und infolgedessen effiziente Alternativen zur nachhaltigen Herstellung von

Pharmazeutika entwickelt (www.bmu.de).

Die Grundidee zur ,griinen Chemie* schufen 1998 Anastas und Warner, welche die Leitlinien unter
Berlcksichtigung der 6kologischen, dkonomischen und sozialen Dimensionen der Nachhaltigkeit
aufstellten [5]. Als Ubergeordnete Ziele wurden die Reduktion des Abfallvolumens und des
Ressourcenverbrauchs bei erhéhter Produktqualitdt, Energieeffizienz und Sicherheit angestrebt. Um
diese Ziele zu erreichen, sollte primadr die Anzahl der Syntheseschritte reduziert werden, was
grundsatzlich durch den Einsatz von Enzymen, Organo- oder Metallkatalysatoren zu realisieren war
[6]. Weiterfihrend 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 wassrigen
Lésemitteln unter physiologischen pH-Werten und Temperaturen statt [8]. Somit verringert sich das

Belastungsrisiko erheblich im Vergleich zu chemischen Synthesen. Darliber hinaus sind



Einleitung

Ganzzellkatalysatoren haufig fir mehrere Zyklen einsetzbar oder biologisch abbaubar, was in
ressourcenschonenden Verfahren resultiert [9]. Eine hohe Regio- bzw. Stereospezifitdt ermdglicht
zudem die Katalyse hoch effizienter Reaktionen ohne aufwandige Produktreinigung [10]. Aufgrund
geringer Generationszeit der Mikroorganismen erfolgt wahrend der Kultivierung eine schnelle
Generierung von aktiven Zellen, welche die Synthese der katalytisch aktiven Enzyme und bendtigter
Cofaktoren durch zellinterne Mechanismen gewahrleisten kdnnen. Ganzzellsysteme nehmen
insbesondere eine zunehmend grofie Rolle in der industriellen Herstellung steroidaler Pharmazeutika
ein, da hierfur héchst selektive Modifikationen der komplexen Verbindungen erforderlich sind und diese
mittels chemischen Synthesen zumeist nur unter extremen Bedingungen durchzufihren sind [11].
Diesbezlglich existieren bereits zahlreiche biotechnologische Lésungsansatze, 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 Sterangerist aus (Abb. 1),

welches sich aus drei sechsgliedrigen und einem flinfgliedrigen Ring zusammensetzt.

Steroidhormone
(Pregnenclon) 2 \ R

R=0

Secosteroide
(Calciferole)
R = C6—7Hx

OH Gallensauren
(Cholsauren)

R = C,H,COOH

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

Deren Bezeichnung erfolgt von A bis D, wahrend die einzelnen Kohlenstoffatome entsprechend mit
C1-C17 (ggf. bis C19) gekennzeichnet werden. Cholesterol und einige Cholesterolderivate wie
Ergosterol, Desmosterol enthalten eine zusatzliche hydrophobe Seitenkette C22—C27, welche im

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

Pregnenolon entsteht. Neben der Synthese von Steroiden dienen Verbindungen der Sterole als
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Ausgangsverbindungen zur Biosynthese von Gallensduren und Secosteroiden wie Cholsduren und von
Calciferolen [13].

1.2.1 Natiirliche und synthetische Glucocorticoide

Ausgehend von Pregnenolon erfolgt in der Nebennierenrinde die Biosynthese der Corticosteroide,
welche in Glucocorticoide (GC) und strukturell dhnliche Mineralocorticoide (MC) klassifiziert werden
(Abb. 2A). Natirliche GC (nGC) zeichnen sich vorwiegend durch die Anwesenheit der Hydroxylgruppen
in den Positionen C11, C17 und/oder C18 am Progesterongerust aus, welche verantwortlich fir die
spezifische Bindung an den intrazelluldaren 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 Entziindungsreaktion und/oder Immunantwort [15]. Daher werden diese
Wirkstoffe haufig 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 groRer Bedeutung. Sie bilden einen der groRten Bereiche in der
pharmazeutischen Industrie, gemessen an deren globalem Marktwert, welcher mehr als 10 Mrd. Euro
betragt [19]. Dieser Wert ergibt sich aus dem enormen Bedarf dieser Wirkstoffe (z.B. Hydrocortison:
50 t/Jahr), welcher grofdtenteils mittels chemischer oder semi-synthetischer Herstellungsprozesse
gedeckt wird [20]. Aufgrund 6kologischer Aspekte, die chemische Verfahren mit sich bringen, besteht
jedoch verstarkt die Notwendigkeit zur Umrlstung 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 kdnnen [6].

Ein prominentes Beispiel, welches die Eignung biokatalytischer Ansatze 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 a-hydroxyliert wurde. Dieser Schritt ist bis heute auf chemischem Wege nicht
gewinnbringend durchfiihrbar und wird ausschlieRlich mittels Biokatalysen realisiert [22]. Die
Anwendung der mikrobiellen Teilsynthese ermdglichte die synthetische Herstellung grélRerer Mengen
Cortison und Hydrocortison, welche daraufhin groflflachig zur Therapie eingesetzt werden konnten.
Insbesondere in den letzten zwei Jahrzehnten rickte die Etablierung einer vollstandigen
biotechnologischen Hydrocortisonsynthese verstarkt in den Mittelpunkt der industriellen Forschung.
Bereits 2003 wurde durch Szczebara et al. die komplette Biosynthese von Hydrocortison aus einfachen
und glnstigen Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Glucose etabliert [23]. Hierzu wurden rekombinante
Enzyme der Steroidbiosynthese verschiedenen Ursprungs vereint in der Backerhefe Saccharomyces
cerevisiae produziert. Dieses Ganzzellsystem katalysierte die Synthese des Glucocorticoids mit
betrachtlicher Produktselektivitdt von nahezu 80%, wies jedoch lediglich Produktkonzentrationen im
unteren mg L'-Bereich auf. Mit dem Ziel die Produktivitit 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 Aktivitat des bovinen Cytochroms P450 (P450) CYP11A1 [24,25]. Ebenso erwiesen sich
rekombinante, E. coli-basierte Ganzzellsysteme als geeignet fiir derartige biotechnologische
Verfahren, wie etwa zur C11-Hydroxylierung des 11-Deoxycortisols zur Hydrocortisonsynthese [26]

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

Aufgrund der strukturellen Analogie zu Verbindungen der MC, weisen GC wie etwa Hydrocortison,
vergleichbare Affinitat zum MR auf. Die medikamentése Therapie mit nGC initiert daher
Transaktivierungen des MR, resultiert jedoch in einer abgeschwachten mineralocorticoiden Wirkung.
Diese ist auf eine schnellere Dissoziation durch die zusatzliche C17-Hydroxylgruppe zurlick zu fihren
[14,28,29] (Abb. 2A). Dennoch kann sich diese Eigenschaft in unerwinschten MC-assoziierten
Nebenwirkungen wie etwa Bluthochdruck, Hypokalidmie und Wassereinlagerungen manifestieren,
welche zu haufigen Komplikationen wahrend der GC-Therapie zahlen [30]. Daher erfolgt heutzutage
zunehmend die Anwendung von synthetischen GC (sGC), welche durch modifizierte funktionelle
Gruppen im Steroidgeriist angepasste Eigenschaften aufweisen. So bewirkt eine A'-Dehydrierung im
Hydrocortisongeriist die Synthese des zentralen sGC Prednisolon, welches eine verringerte
mineralocorticoide Wirkung im Vergleich zu seinem natirlichen Analogon Hydrocortison aufweist [31].
Ausgehend von dieser Verbindung kénnen durch chemische Modifikationen weitere sGC synthetisiert
werden, welche unterschiedliche Affinitats- und Dissoziationskinetiken zum GR und MR aufweisen [32—
34] (Abb. 2B, rechts). Dies ermdglicht die Entwicklung einer Auswahl an Wirkstoffen mit variierender
Potenz, biologischer Halbwertzeit und MC-assoziierten Nebenwirkungen, welche fir unterschiedliche

Anwendungsgebiete eingesetzt werden kénnen (Abb. 2C).

Die Eignung biotechnologischer Verfahren zur Herstellung dieser modifizierten Wirkstoffe konnte
kirzlich 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: Ubersicht (iber die natiirliche Synthese von Glucocorticoiden und die anschlieRende Modifikation
mit entsprechender Rezeptorselektivitdt und pharmakologische Wirksamkeit im Menschen. (A) Dargestellt ist die
Biosynthese naturlicher Steroidhormone (griin), welche in Progestagene (mintgriin), Mineralocorticoide (hellgrtin)
und Glucocorticoide (dunkelgriin) eingeteilt werden. (B) AnschlieRende 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 Rezeptorselektivitat, Wirksamkeit und biologischer Halbwertszeit [30,37]. Die Angabe der
Rezeptorselektivitat 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, strukturahnliche Sterole wie
7-Dehydrocholesterol oder Ergosterol als Vorlaufer 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 Ds ist zum Grofteil tierischer Herkunft,
wohingegen Vitamin D2 vorwiegend aus Pilzen und Mykoplasmen gewonnen wird [38]. Sie zahlen zur
Gruppe der Secosteroide, welche aus dem mit Steroidverbindungen gemeinsamen Vorlaufermolekiil
Lanosterol zu 7-Dehydrocholesterol oder Ergosterol (Provitamin Ds und D2) und durch die nachfolgende
Offnung des B-Rings zu Pravitamin D gebildet werden [39] (siehe Abb. 3).
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Abbildung 3: Vitamin D-Synthese und strukturelle Unterschiede zwischen Vitamin D2 und Ds. Der gemeinsame
Vorlaufer Lanosterol, ein Intermediat der Cholesterolbiosynthese, wird im Menschen in 9-18 Reaktionsschritten zu
Provitamin D synthetisiert. Durch Bestrahlung von Wellenldngen im UV-Bereich erfolgt eine Aufspaltung des B-
Rings und Bildung von Pravitamin D. Eine nachfolgende, intermolekulare Umstrukturierung miindet 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 moglich durch die enzymatische Aktivitdt von CYP109E1 und
CYP109A2 aus B. megaterium, wohingegen fur Vitamin D2 bisher kein biotechnologischer Hydroxylierungsprozess
beschrieben wurde.

Dies erfolgt durch einen photolytischen Prozess, ausgeldst durch UV-Exposition der duf3eren Haut-
bzw. Zellschicht, in denen die hdchsten Konzentrationen des 7-Dehydrocholesterols bzw. Ergosterols
enthalten sind. AnschlielRend 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
erhohte Affinitdt zum Vitamin D Rezeptor erlangen [41]. Die Modifizierungen erfolgen zum einen in der
Leber durch die Aktivitdt 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].
Schlieflich erfolgt in der Niere eine erneute Hydroxylierung durch CYP27B1 an C1 zur Bildung der
biologisch aktivsten Verbindung 1a,25-Dihydroxyvitamin D (1a,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(0OH)2VD) erfolgen [44]. Eine verringerte UV-Exposition
oder unzureichende Vitamin D-Aufnahme kann zu einem Mangel der biologisch aktiven Vitamin D-
Derivate im Blutserum fiihren. Um diesem Mangel vorzubeugen oder ihn zu beseitigen, erfordert dies
eine exogene Supplementierung dieser Verbindungen. Hierbei zeigte sich, dass die orale Aufnahme
aktiver 1a,25(OH)2VD Verbindungen zu einer verbesserten Calciumregulation und Phosphat-
metabolisierung fihrt und zudem anti-inflammatorisch wirkt [45]. Die Aufnahme der Vorstufe
25(OH)VD erzeugte einen praventiven, therapeutischen Effekt gegen chronische Nierenkrankheiten
und cholestatische Lebererkrankungen [46,47]. 24,25(0OH)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 vollstadndig bekannt ist, gelten
jedoch erstere in der Schweiz und den USA als pradominant verschriebene Vitamin D-Isoform [49-52].
Zudem wird durch das wachsende Interesse an Praparaten aus nicht-tierischen Rohstoffen auch in der
EU mit einem steigenden Bedarf von Vitamin D2 Praparaten 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]. Diesbeziglich
erlangt die Entwicklung effizienter, biokatalytischer Methoden wachsende Relevanz fiir die industrielle
Produktion solcher Substanzen und ist zudem von hoher 6kologischer und 6konomischer Bedeutung.
Bisher wurde die biotechnologische Produktion ausschlieBlich durch P450 in mikrobiellen
Ganzzellsystemen demonstriert [55], darunter CYP105A1 aus Streptomyces griseolus [56,57] und
CYP107 (Vdh) aus Pseudonocardia autotrophica [58]. Neueste Ansatze unseres Arbeitskreises
lieferten effiziente Hydroxylierungsreaktionen von Vitamin Ds durch CYP109E1 [59] und CYP109A2
[60] aus B. megaterium. Diese zeigten erhdhte 25-Hydroxylierungsaktivitat gegeniber Vitamin D3z um

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

1.3 Modifikation individueller Positionen im Steroidgerist mit Hilfe von

Ganzzellsystemen

1.3.1 Funktionalisierung von gesattigten 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 Substratmolekiil. Die Katalyse solcher Reaktionen ist chemisch unter gemaRigten
Reaktionsbedingungen nahezu unmdglich durchfihrbar [62]. Dies geht auf Unterschiede der
quantenmechanischen Zustande des Sauerstoffs und der Substratverbindungen zuriick: Stabile
Substratmolekile 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-Molekilen sind chemisch nur durch eine Spin-Umkehrung
unter hoher Energieeinwirkung durchfiihrbar. Daher ist molekularer Sauerstoff bei Raumtemperatur

generell unreaktiv. Die Verwendung von Enzymen mit Ubergangsmetallionen wie Fe3* im aktiven
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Zentrum (Ham) ermdglicht eine direkte Interaktion mit dem Sauerstoffmolekil im Triplett-Zustand was
zur Bildung der Disauerstoff-Addukte fuhrt, die zur Integration des Sauerstoffs in das Substrat fahig
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 kénnen, 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 Ham-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 pradominante 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
Ubereinstimmungen der individuellen Proteinsequenzen. Proteine derselben Familie weisen mehr als
40% und Isoformen einer Unterfamilie mehr als 55% Sequenzidentitat auf [67]. Die einheitliche
Nomenklatur individueller P450 Enzyme beginnt mit der Abkiirzung 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 gebrauchliche
Bezeichnung P450 steht fir ,Pigment 450 und beschreibt den spektralen Zustand im reduzierten CO-
gebundenen Komplex, welcher in einem charakteristisches Absorptionsmaximum bei 450 nm resultiert
[68]. Mal3geblich hierflr ist das konservierte Cystein, welches als eines der zwei axial-koordinierten
Liganden des Hameisens innerhalb des Protoporphyrin IX Uber eine Thiolatbindung mit dem
Proteinriickgrat verknipft ist [62,69]. Die zweite axiale Position wird durch einen Wasserliganden
besetzt, welcher als sechster Ligand im Ruhezustand schwach gebunden vorliegt. Die vier aquatorialen
Koordinationsstellen des zentralen Fe3* lons 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 Hams ist durch die vier Stickstoffatome zentral im Protoporphyrin IX angeordnet und Uber eine
Thiolatgruppe mit dem Cysteinriickgrat des Cytochroms P450 verbunden. Als sechster Ligand liegt Wasser
schwach gebunden am Eisenion vor. Die Verbindung durchlduft 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-lll stellen mdgliche Entkopplungsreaktionen dar, die den
vollstandigen 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 Verdrangung des Wassermolekiils vom Hameisen (Fe3*)
(1). Der nun funffach-koordinierte Enzym-Substrat-Komplex (2) wechselt vom low-spin- in den high-
spin-Zustand, was das Redoxpotential vermindert und die Reduktion des Fe®* zu Fe?* unter
Bereitstellung eines Elektrons erleichtert wird (3). Dies flihrt zur anschlieBenden Bindung von
Sauerstoff und resultiert somit in der Bildung des Sauerstoff-P450-Komplexes (4). AnschlieRend 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
0O-0O-Bindung mindet und zur Bildung von Wasser und eines Ferryl-oxo-m—Kation Radikals (6) fuhrt.
Die anschlieRende Dissoziation des hydroxylierten Substrates vom aktiven Zentrum stellt den
urspriinglichen Ruhezustand (1) wieder her, so dass der katalytische Zyklus von Neuem beginnen

kann.

Unter physiologischen Bedingungen kommt es haufig zu sog. ,Shunt-Pathways®, ausgeldst durch
vorzeitige Dissoziationen der reaktiven Sauerstoffspezies vom Ham-Eisen. Solche Reaktionen fiihren
zur Oxidation der Reduktionsaquivalente NAD(P)H, resultieren aber nicht im gewtlinschten Produkt
aufgrund einer friihzeitigen Dissoziation des Substrates. Beispielsweise kommt es beim ,Autoxidase
Shunt® (1) zur Freisetzung eines Superoxidanions O2z-~, wodurch der Komplex 4 zu Intermediat 2 zerfallt.
Die am besten untersuchte Nebenreaktion ist der ,Peroxid Shunt* (ll). Hierbei setzt das Hxdroperoxo-

Fe3*-Intermediat (5) Sauerstoff frei, welches unter Aufnahme eines Protons zu Wasserstoffperoxid wird.

11
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Dies fuhrt ebenfalls zum Zerfall des Komplexes und zur Bildung von Verbindung 2. Beim ,Oxidase
Shunt“ (lll) wird dagegen das Ferryl-oxo-r-Kation Radikal (6) unter Verbrauch von 2 NAD(P)H-

Molekilen zu Verbindung 2 und Wasser reduziert [70].

Da die meisten P450 nicht befahigt sind, die zwei essentiellen Elektronen (siehe Verbindungen 2/3 und
4/5) direkt von den Reduktionsaquivalenten NAD(P)H zu abstrahieren, erfolgt dieser Schritt zumeist
Uber spezielle Redoxproteine. Es sind bisher eine Vielzahl an Redoxsystemen bekannt, die in
insgesamt zehn Klassen unterteilt sind. Bei Sdugetieren sind lediglich Klasse 1 und 2 enthalten [73],
wobei Klasse 1 zu den mitochondrialen Systemen zahlt und aus drei separaten Redoxproteinen
besteht. Diese beinhalten das losliche Ferredoxin (Fdx), die membranassoziierte Ferredoxin
Reduktase (FdR) und das membrangebundene P450. Hier erfolgt die Aufnahme der Elektronen von
NADPH durch die FAD-Doméane der FdR, welche nachfolgend Uber das Eisen-Schwefelcluster
[2Fe—2S] des Fdx zum Ham-Eisen des P450 transferiert werden [74]. Klasse 2 Redoxsysteme, welche
Uberwiegend im endoplasmatischen Retikulum (ER) lokalisiert sind, bestehen in ihrer einfachsten Form
aus zwei membrangebundenen Proteinen, das P450 und die NADPH-P450-Reduktase (CPR).
Letzteres enthalt zwei prosthetische Gruppen, FAD und FMN welche die CPR befahigen, beide
bendtigte Elektronen von NADPH auf das P450 zu Gbertragen. 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 bs Reduktasen homolog ist [75,76]. Ein alternativer Weg zur
geschwindigkeitsbestimmenden Ubertragung des zweiten Elektrons durch die CPR ist unter
Beteiligung eines weiteren Proteins beschrieben. Diese kann durch Aktivitat des Cytochroms bs(Cyt bs)
effizienter und schneller erfolgen, wodurch vermutlich der Zerfall des Sauerstoff-P450-Komplexes unter
Bildung eines Superanion-Radikals verhindert werden kann [77]. Uberdies wird Cyt bs 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 Durchfihrung von regio- und stereoselektiven Aktivierungen von C-H-Bindungen
zeigt die Anwendung biokatalytischer Methoden mithilfe von P450 grof3es Potenzial. Hierzu kommen
bakterielle, sowie rekombinant produzierte P450 zur Etablierung effizienter, biotechnologischer
Prozesse zum Einsatz. Insbesondere eine rekombinante Expression von P450, welche im natlrlichen
Steroidstoffwechsel von Saugetieren beteiligt sind, zeigten in der Vergangenheit hocheffiziente
Ansatze 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-Vorlaufer Progesteron und 17a-Hydroxyprogesteron zu
11-Deoxycorticosteron und 11-Deoxycortisol (Abb. 2A). Daruber hinaus zeigt CYP21A2 C21-
Hydroxylierungsaktivitdt gegeniber 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 zusatzlich 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 Aktivitat der rekombinanten bovinen CYP21A2 und

des hefestimmigen Redoxsystems Arh/etp1™ hochselektiv katalysiert [35,36].

Zur optimalen, heterologen Expression von P450 spielt die Wahl der Ganzzellsysteme eine bedeutende
Rolle. Der Einsatz eukaryotischer Ganzzellsysteme ermoglicht die Expression von
membranassoziierten P450 Systemen, jedoch zeigte die Anwendung von prokaryotischen Systemen
oftmals vergleichbar héhere Produktausbeuten [26,27,83,84]. Als Alternative zum haufig genutzten
E. coli-basierten Modellsystem erlangte auch das grampositive Bodenbakterium B. megaterium seit
einigen Jahrzehnten zunehmende Einsatzfahigkeit bei unterschiedlichen biotechnologischen
Prozessen. So erfolgte bereits der Einsatz zur Produktion von industriell relevanten Komponenten wie
Vitamin B12 [85], Penicilin G Acylase [86], a- und B-Amylase [87,88]. Neben einer hohen
Proteinproduktionskapazitat, Plasmidstabilitdt und einer 100-fachen Zellgréfe im Vergleich zu E. coli,
zeigte dieses Bakterium insbesondere zur Umsetzung hydrophober Substanzen groRes Potenzial
[89,90]. Eine weitere Besonderheit liegt darin, dass dieses Bakterium zusatzlich wirtseigene P450
produziert, welche ebenfalls katalytische Aktivitdt gegenlber Terpenen, Fettsauren, Statinen,

Steroiden und weiteren hydrophoben Substanzen aufweisen.

So zeigen Isoformen der CYP106-Familie aus B. megaterium 158- oder 7B3-Hydroxylierungsaktivitat
gegeniber einigen steroidalen Verbindungen. Diese umfassen GC wie Prednisolon, Dexamethason,
Cortison, Testosteron, Progesteron, Corticosteron und 11-Deoxycorticosteron [91,92] oder Pregnan-
Verbindungen wie Pregnenolon, 17a-Hydroxypregnenolon und DHEA [93]. Darlber hinaus zahlen
weitere komplexe Strukturen wie Di-, Tri- und Sesquiterpene wie etwa Abietin- [94] und 11-Keto-
Boswelliasaure [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 Secosteroidgertst 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 zugehdrige, cytosolische CYP109E1 ist
befahigt, 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 flr VD3 als Substrat beobachtet wurden [59]. Insbesondere zur C25-Hydroxylierung
von VD und 1a-(OH)VD stellt dieser Biokatalysator durch zukilnftige Weiterentwicklung eine

Maoglichkeit zur biotechnologischen Herstellung biologisch aktiver Vitamin D-Praparate dar.

1.3.2 Oxidoreduktion von C-O Bindungen

Die Oxidation und Reduktion von Steroidverbindungen reprasentieren Teilschritte der natirlichen GC-

Biosynthese und werden ebenfalls zur Biokatalyse und chemischen Synthese fiir die Modifikation

13



Einleitung

steroidaler Verbindungen angewandt. Unter physiologischen Bedingungen dient die Reduktion von
Carbonylgruppen im Steroidgerust vorwiegend zur Abnahme der Hydrophobizitat der Substanzen. Dies
erleichtert zum einen die renale Ausscheidung der Verbindungen, [102] zum anderen kann deren
Affinitdt zu Plasmaproteinen erhdht werden, welche fir den Steroidtransport Giber den Blutkreislauf
verantwortlich sind [103]. Im Gegensatz dazu fiihrt eine Oxidation hydrophiler Gruppen im GC-Molekiil
in einigen Fallen zu einer verringerten Rezeptoraktivierung. Dieser Mechanismus dient dem
physiologischen Schutz vor einer Rezeptor-Uberaktivierung in Geweben mit hoher GC-Produktion wie
etwa in Ovarien, Hoden und Plazenta [104]. Die gesteigerte Hydrophobizitat der Verbindungen bewirkt
zudem eine erleichterte Diffusion uUber zelluldre Membranen und Zuganglichkeit zu intrazellularen
Steroidrezeptoren, was zur Modulierung der Bioverfluigbarkeit von steroidalen Wirkstoffen von groRer
Bedeutung ist [105].

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

Bei den katalysierenden Proteinen handelt sich fast ausschlieBlich um Mitglieder der SDR-
Superfamilie, deren mehr als 3000 Mitglieder eine relativ geringe Primarsequenz Homologie von 10—
30% zueinander aufweisen [106]. Lediglich wenige Aminosaurereste und Proteinstrukturen sind
konserviert [107], welche fur die Transformation von Alkoholen/Ketonen und Bindung der beteiligten
Cofaktoren zustandig sind. So bildet die N-terminale Rossmann-Faltung den Bereich zur Dinukleotid-
Cofaktorbindung. Hierbei sind spezielle basische/saure Aminosaurereste am Ende des C-terminus des
zweiten B-Strangs entscheidend. AusschlieRlich NADP(H)-selektive Enzyme tragen zwei basische
Aminosaurereste (Arginin oder Lysin), da diese spezifisch an das 2‘Phosphat des Cofaktors binden
[108]. Die Struktur des substratbindenden Bereichs hingegen variiert, abhangig von der SDR-Unterart,
enthalt jedoch stets vier Aminosauren Asparagin, Serin, Tyrosin, Lysin (Asn-Ser-Tyr-Lys), welche
zusammen die ,katalytische Tetrade“ bilden (Abb. 5). Diese dient als Proton-Ubertragungssystem 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 Grolfiteil
entspricht jedoch NAD(P)(H)-abhangigen Oxidoreduktionen von Hydroxyl- oder Carbonylgruppen
kleiner Moleklile wie Alkohole, Ketone, Polyole, Xenobiotika oder Steroide [107]. Dieser
Reaktionsmechanismus erfolgt Uber 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 Ubertragung eines Protons der Substrat-
Hydroxylgruppe auf das reaktive Sauerstoff-Atom des Tyrosinrestes statt (Abb. 5). Tyrosin dient hierbei
als Saure/Base Katalysator und ist Teil der katalytischen Tetrade. Das Uberschiissige Wasserstoffatom
der Substrat-Carbonylgruppe wird auf das Pyridin des NADP* Ubertragen, was zur intermolekularen
Umlagerung der Elektronen im Pyridinring und Bildung des Cofaktors NADPH flhrt. Eine
abschlielende Regeneration von Tyrosin erfolgt hierbei durch die Beteiligung von Asparagin, Lysin,
des Ldsemittels und der 2°OH Gruppe der Ribose des oxidierten Cofaktors NADP* [109,112]. Dagegen
verlauft die Reduktion der Carbonylgruppe im Cortisonmolekdl 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 (griine 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 208-Hydroxylierung diverser Steroide [113] oder bei der
A'-Dehydrogenierung von Hydrocortison zur Herstellung des zentralen sGC Prednisolon [114-121].
Ebenso nehmen sie eine wichtige Rolle als NAD(P)(H)-Regenerationssysteme in Cofaktor-abhangigen
Reaktionen ein. Diese katalysieren zeitgleich zur Zielreaktion eine gegenlaufige Oxidoreduktion und
somit eine erneute Bereitstellung des bendtigten Cofaktors. Mit dieser Methode kénnen in vielen Fallen
signifikante Mengen der teuren Nukleotid-Cofaktoren NAD(P)H und NAD(P)* eingespart werden bei
einer zeitgleich gesteigerten, katalytischen Effizienz. Dafir kommen hauptsachlich Alkohol
Dehydrogenasen (ADHs, E.C.1.1.1) zum Einsatz, eine Unterart der SDR-Superfamilie. Ein
prominentes Beispiel reprasentiert die NADP(H)-abhangige LbADH aus Lactobacillus brevis, welche
eine besonders hohe Lésemitteltoleranz und ein breites Substratspektrum an Ketonen und Alkoholen

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

1.3.2.2 118 - Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1 (118HSD1)

Ein fir diese Arbeit relevantes Mitglied der SDR-Familie ist die Hydroxysteroid Dehydrogenase 1
(11BHSD1). Dieses Enzym ist im endoplasmatischen Retikulum (ER) von Saugetieren lokalisiert und
katalysiert die NADP(H)-abhangige Oxidoreduktion von Hydrocortison und Cortison Uber die ER-
Membran [123]. Es handelt sich demnach um ein bidirektionales Enzym, dessen Reaktionsrichtung
vom Redoxzustand der beteiligten Cofaktoren abhangig ist [124]. Unter physiologischen Bedingungen
ist in den meisten Zellarten die Reduktion von Cortison beglinstigt, da dieses im Vergleich zu
Hydrocortison eine hohere Affinitdt zum Enzym aufweist und aulerdem im ER ein hohes
NADPH/NADP* Verhaltnis 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

15



Einleitung

von Hydrocortison, kann zumeist in Praadipozyten beobachtet werden, in denen keine HE6PDH
vorhanden ist [124]. 11BHSD1 besitzt ein breites Substratspektrum und kann neben Cortison und
Hydrocortison unterschiedliche weitere Verbindungen umsetzen. Zum einen weist es eine dem
Cortison/Hydrocortison  homologe Aktivitdt gegeniber weiteren GC wie Corticosteron,
11-Dehydrocorticosteron und Prednison auf [128]. Zum anderen zeigt es Interkonversionsaktivitat
gegeniber 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]. Darliber
hinaus wurde eine Aktivitat zur Epimerisierung zwischen 7a- und 78-Steroiden Uber die Bildung eines
7-Oxo-Intermediats [131-133] beobachtet, sowie eine Aktivitdt gegentber Gallensauren [134] und
einigen Xenobiotika [135-137]. Strukturell betrachtet besitzt 118HSD1 eine einzelne
Transmembrandomane am N-Terminus, welche die ER-Membran komplett durchspannt und mit einer
kurzen N-terminalen Region in das Cytosol hineinragt. Die katalytische Domane hingegen befindet sich
im ER Lumen [123,138]. Der C-Terminus bildet eine hydrophobe Oberflache [139,140] welche
Interaktionen zwischen 11B8HSD1-Monomeren, sowie mit Phospholipiden der ER-Membran ermdglicht.
AuRerdem unterstitzt er die kontrollierte Fihrung des Substrates tber die Membran und erleichtert
dessen Zutritt zum aktiven Zentrum [139]. Aufgrund fehlenden ER-assoziierten Membranstrukturen in
prokaryotischen Zellen fihrt die rekombinante Expression des wildtypischen 11BHSD1 zu inaktiven
Aggregaten im Dbakteriellen Cytosol [141,142]. Durch die Entfernung des N-Terminalen
Sequenzabschnitts gelang es Walker et al. erstmals, die humane 11BHSD1 in E. coli zu exprimieren.
Zudem wurde beschrieben, dass das Fehlen von eukaryotischen Glykosylierungen, von
intermolekularen Disulfidbriicken und des Membranankers nicht essentiell zur katalytischen Aktivitat
des Enzyms beitragen [141]. Im Vergleich zur humanen Variante wurde gezeigt, dass die N-terminal
verkurzte 11BHSD1-Variante aus Cavia porcellus (C. porcellus) eine erhdhte Loéslichkeit im
rekombinanten System aufweist [143]. Durch die Verkirzung und Modulierung der C-terminalen
Sequenz konnte diese zusatzlich 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-'-Bereich durch die Coexpression eines NADPH-

Regenerationssystems ermaéglichte [144].

1.3.3 Veresterung von C-OH Bindungen

Die Veresterung von Hydroxylgruppen mit kurzkettigen Carbonsauren im Steroidgerist reprasentiert
eine weitere Moglichkeit zur Modifikation von GC, welche die Herstellung pharmazeutisch relevanter
Verbindungen ermdglicht. Steroidester kénnen aufgrund ihrer erhéhten Hydrophobizitat und
erforderlichen Metabolisierung nach externer Aufnahme in Form von Resorptionsestern,
Depotsteroiden oder sogenannten ,Prodrugs” vielseitig im pharmazeutischen Bereich eingesetzt
werden [145]. DarUber hinaus kann diese Art der Modifikation als Werkzeug in der industriellen
Synthese von GC und anderen komplexen Verbindungen genutzt werden. Carbonsaureester dienen in
einigen chemischen Verfahren als klassische Schutzgruppen, welche die Oxidation von reaktiven
Hydroxylgruppen wie etwa im Steroidgeriist verhindern kénnen [146]. Dariber 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 mafligeblich erhéhen kann [20]. Zu deren chemischer Synthese kommen
jedoch haufig umweltschadigende Reagenzien wie Saurechloride, Anhydride oder Pyridin und extreme
pH-Bedingungen zum Einsatz. Darlber hinaus sind diese Reaktionen stark abhangig von molaren
Verhaltnissen der Reagenzien, da diese die Selektivitat und Nebenproduktbildung erheblich
beeinflussen [147,148].

Um diese Reaktion in empfindliche, biotechnologische Prozesse integrieren zu kdnnen und gleichzeitig
deren Umwelteinfluss gering zu halten, bedarf es Methoden, die unter moderaten
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden koénnen. Als umweltschonende Alternative zur
chemischen Produktion von Steroidester wurden bereits einige biotechnologische Ansatze
beschrieben, welche durch die Anwendung von mikrobiell produzierten Hydrolasen durchgefuhrt
wurden. Bei den beschriebenen Reaktionen konnten bisher ausschlie3lich die Veresterungen der 20-,
22-, 25-, 26-, 3- und 17-Hydroxylgruppen nachgewiesen werden [149,150]. Dagegen fand bei
bisherigen Berichten Uber 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 Aktivitat der Chloramphenicol Acetyl Transferase 1 (CAT1) konnte kiirzlich 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 gegentber
dem Antibiotikum Chloramphenicol (CAM) vermittelt und zu diesem Zweck haufig zu
molekularbiologischen Zwecken genutzt wird [155]. Die Inaktivierung von CAM erfolgt durch die CAT1-
vermittelte Ubertragung der Acetylgruppe des Cofaktors AcetylCoA und der Veresterung mit einer der
Hydroxylgruppen des CAM-Molekdls (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 ablauft.
[154]. Im Detail erfolgt die Veresterung am Beispiel des Cortisons durch eine Deprotonierung der C21-
Hydroxylgruppe und die Ubertragung des zugehdrigen Protons auf das Imidazol, welches als Teil des
Histidin-195 im aktiven Zentrum von CAT1 als katalytische Base agiert. AnschlieBend 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. Schliellich 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
naturliche 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 Ubertragung eines Protons von einer Hydroxylgruppe
des Chloramphenicols auf das Imidazol im Histidin-195 (His195). Anschlieend 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 reprasentieren die vorherrschenden
Modifikationswege der natirlichen Glucocorticoid- und Secosteroidbiosynthese. Dartber hinaus
zeigten einige Beispiele, dass die genannten Biokatalysatoren auch zur Umsetzung von synthetischen
und somit oftmals zu pharmazeutisch wirksameren Verbindungen fahig sind [35,128,154,158]. Der
biotechnologische Einsatz dieser Enzyme bietet groRes Potenzial, die 6kologische Nachhaltigkeit der
industriellen Produktion dieser Wirkstoffe, im Vergleich zu chemischen Methoden, deutlich zu steigern
[159,160]. Insbesondere mikrobielle Ganzzellsysteme bewiesen in der Vergangenheit grofe Eignung
zur nachhaltigen Synthese von Steroiden und anderen komplexen Verbindungen [161]. Gezielte
Optimierungen ermdglichen hierbei effizientere Katalysen der gewiinschten Reaktionen unter

gleichzeitiger Reduktion bendtigter 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 zunachst die Charakterisierung geeigneter Enzyme und die Identifizierung ihrer Substrat-
und Produktspektra von groRer Wichtigkeit (siehe Charakterisierung und Vitamin D Synthese durch
CYP109E1 [59,100]). Aufgrund der hohen Komplexitat lebender Systeme ergeben sich wahrend der
Optimierung von Ganzzellkatalysen allerdings besondere Herausforderungen fiir die Synthese von
Produkten in groRer Menge und Reinheit. Ein unselektives Substrat- und Produktspektrum ist zwar
hilfreich bei der Ermittlung neuer Synthesewege, jedoch missen bei Letzterem unerwiinschte
Nebenprodukte fir industrielle Anwendungen aufwendig entfernt werden. Zudem erfolgt die Bildung
von Nebenprodukten zumeist auf Kosten der Produktausbeute (siehe Hydrocortisonoxidation durch
CYP106A2 [91]). Desweiteren beeinflussen das gewdahlte Expressionssystem und die
Expressionsbedingungen die Produktionsdynamik der rekombinanten Proteine. Eine Uberhohte
Produktionsmenge und -geschwindigkeit kann daher zu einer Fehlfaltung der Proteine und Bildung
inaktiver Aggregate im Cytosol des Expressionswirtes filhren. Dagegen kann durch die Aktivitat
schwacher Promotoren eine herabgesetzte Genexpression erfolgen, die im Ganzzellsystem, aufgrund

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

Fir viele Reaktionen ist die Konzentration der erforderlichen Cofaktoren wie NAD(P)H maRgeblich fiir
die Effizienz entscheidend. Aufgrund der hohen Kosten dieser Verbindungen (NADPH 1330 €/g;
NADP* 434 €/g [Merck]) ist die externe Zugabe in stdchiometrischen wie auch katalytischen Mengen
unodkonomisch fur eine industrielle Anwendung (siehe Hydrocortisonsynthese mittels 118HSD1, [144]).
Insbesondere bei P450-katalysierten Reaktionen Ubernimmt zusatzlich die Effizienz der
Elektronenubertragung von Reduktionsaquivalenten auf das P450 eine wichtige Rolle, welche durch
die Léslichkeit und die molaren Verhaltnissen der jeweiligen Redoxproteine zueinander beeinflusst wird
(siehe Medranhydroxylierung durch CYP21A2 [36]).
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Ubergreifende 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 erhdhte Wirtschaftlichkeit durch gesteigerte Produktselektivitdt 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. AbschlieBend soll diese Reaktion zusatzlich im Hinblick auf 6kologische
Nachhaltigkeit beurteilt und einem vergleichbaren chemischen Prozess gegeniibergestellt werden. Zum
anderen soll ein bereits industriell angewendeter biotechnologischer Teilschritt zur Synthese von
Methylprednisolon optimiert werden. Diesbeziiglich soll zusatzlich eine Derivatisierung des Produktes
Premedrol erfolgen, um das Reaktionsgleichgewicht in Produktrichtung zu verschieben und eine
mogliche Produktinhibierung zu minimieren. Dies ist durch ein weiteres Ganzzellsystem zur
Steroidacetylierung zu ermdglichen, welche die simultane Derivatisierung in einer Mischkultur

katalysiert.

Der zweite Teil der Arbeit umfasst die ErschlieBung eines neuen biotechnologischen Verfahrens zur
selektiven Hydroxylierung von Vitamin D2. Diese Reaktion erfolgte bislang ausschlief3lich mithilfe von
synthetischen, umweltbelastenden Prozessen mit geringer Produktausbeute. Ein biotechnologischer
Ansatz konnte eine Okologisch nachhaltige Alternative hervorbringen, welche neben einer hohen
Produktselektivitat eine gesteigerte Ausbeute aufweist. Hierzu dient das CYP109E1 aus B. megaterium,
welches bereits 25-Hydroxylierungsaktivitdt gegeniber den strukturverwandten Verbindungen

Cholesterol und Vitamin D3 Metaboliten aufwies.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Steroidal compounds are one of the most widely marketed pharmaceutical products. Chemical synthesis of
steroidal compounds faces many challenges, including the requirement for multiple chemical steps, low yield
and selectivity in several synthesis steps, low profitability and the production of environmental pollutants.
Consequently, in recent decades there has been growing interest in the use of microbial systems to produce
pharmaceutical compounds. Several microbial systems have recently been developed for the microbial synthesis
of the glucocorticoid hydrocortisone, which serves as a key intermediate in the production of several other

Keywords:

Bacillus megaterium
11-hydroxysteroid dehydrogenase
Biotransformation

Recombinant protein expression
Cell factories

Cortisone . : &
Hydrocortisone pharmaceutically important steroidal compounds.
11p-dehydrogenation In this study, we sought to establish an efficient, microbial-based system, for the conversion of hydrocortisone

into cortisone. To this end, we developed a strategy for high-yield cortisone production based on ectopic ex-
pression of the guinea-pig 11p-Hydroxysteroid dehydrogenase type 1 (118-HSD1) in Bacillus megaterium. We
screened different constructs, containing a variety of promoters tailored for B. megaterium, and created modified
versions of the enzyme by protein engineering to optimize cortisone yield. Furthermore, we utilized co-ex-
pression of an alcohol dehydrogenase to promote NADP* regeneration, which significantly improved 118-HSD1
activity.

The process thereby developed was found to show a remarkably high regioselectivity of > 95% and to
generate cortisone yields of up to 13.65gL ™' d ', which represents a ~1000-fold improvement over the next-
best reported system. In summary, we demonstrate the utility of B. megaterium MS941 as a suitable host for
recombinant protein production and its high potential for industrial steroid production.

1. Introduction

The synthesis of steroidal drugs represents one of the most im-
portant fields in the pharmaceutical industry. Since the first report of a
successful total synthesis of the sex hormone equilenin in 1939, re-
markable progress has been made (Bachmann and Cole, 1939). How-
ever, obtaining a satisfactory reaction performance that results in high
product titers and selectivity in all stages of the reaction remains an
envisaged goal (Donova and Egorova, 2012). Due to numerous complex
reaction steps, the application of synthetic chemistry for the catalysis of
steroid producing reactions is challenging, for example in terms of cost-
efficiency and performance under demanding and harsh conditions.
Particular problematic are limitations in regio- and stereoselectivity,
and the use of toxic reagents, which often results in decreased profit-
ability and ecologically unsustainable productions (Hollmann et al.,

2011). In contrast, biotechnological processes, especially the im-
plementation of whole-cells to perform multi-step reactions for steroid
modification, offer numerous advantages, including (i) cheap produc-
tion of active enzymes, with increased stability provided by the pro-
tective cellular environment, (ii) the possibility for simultaneous, and
therefore economic, co-factor regeneration and (iii) the ability for
sustainable and selective production resulting in steroidal compounds
of high purity, using organic and non-toxic media (Nikolova and Ward,
1993; Schmid et al., 2001). The shift from conventional towards bio-
technological bioprocesses for manufacturing fine chemicals has thus
been a focus of growing interest in the pharmaceutical industry. This is
particularly true for carbon-hydrogen bond functionalization reactions,
which are frequently replaced by enzymatic or microbial processes to
produce commercially valuable compounds (Lednicer, 2011; Ortiz de
Montellano, 2010).

Abbreviations: 118-HSD1, 11-Hydroxysteroid dehydrogenase; FabG, 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase; KPi, potassium phosphate buffer; LB, lysogenic
broth; LbADH, Lactobacillus brevis alcohol dehydrogenase; RP-HPLC, reverse phase high performance liquid chromatography; TB, terrific broth; WCW, wet cell weight
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One prominent example is the integration of a functional group at
position C11 of steroids. Such a modification significantly affects
steroid polarity, toxicity and bioreactivity (Funder, 2010). To date, only
a few microbial systems have been established that enable the forma-
tion of industrially and pharmaceutically-relevant 11p-hydroxylated
steroidal compounds: all of these are based on the activity of cyto-
chromes P450 (Bernhardt and Urlacher, 2014; Bureik and Bernhardt,
2007). For example, Suzuki et al. utilized purified P450,,, of C. lunata to
convert a range of 11-deoxy steroids into their 11f-hydroxylated deri-
vatives (Suzuki et al., 1993) and Schiffer et al. demonstrated the effi-
cient 11B-hydroxylation of 11-deoxycortisol, utilizing a modified
human CYP11B1 heterologous expressed in E. coli (Schiffer et al.,
2015). Remarkably, Sczcebara and co-workers recently established the
total production of hydrocortisone in a recombinant Saccharomyces
cerevisice strain, using glucose or ethanol as simple raw materials, by
co-expression of the relevant natural steroid biosynthetic enzymes
(Szczebara et al., 2003).

To complement the systems described above, we have established a
high-yield, cell-based system, for the selective downstream-processing
of Cl1-hydroxylated steroids to yield further compounds of high
pharmaceutical interest. Specifically, oxidation of the steroidal 118-
hydroxy group allows for the generation of related 11-keto derivatives,
as exemplified in this study by the efficient production of the bio-
technologically relevant metabolite cortisone from hydrocortisone. This
type of reaction represents an important link to connect different bio-
catalytic approaches and to enhance their versatility and product range.

To date, the most common multi-step production of cortisone,
known as “UpJohn synthesis” (Peterson and Murray, 1952), involves a
10-step synthesis based on progesterone as the initial compound. Due to
the complex and non-profitable performance of asymmetric -hydro-
xylation and thus, functionalization of progesterone at position C11 by
chemical methods, this step has been conducted using biocatalysis in
Rhizopus nigricans. This process represents one of the first applications
of microbial systems in commercial high-yield steroid production. For
almost 40 years, no alternative approach was available until recently,
when Kiss and co-workers developed a microbial whole-cell based
system for the C11-oxidation of hydrocortisone to yield cortisone. For
this purpose, Bacillus megaterium MS941 was engineered to over-pro-
duce its endogenous cytochrome P450, CYP106A1 (Kiss et al,, 2015),
Nonetheless, this system suffers from low product yield, and poor se-
lectivity in hydrocortisone oxidation, which makes it a non-competitive
system compared to the previously available semi-biotechnological
process. To date, no further progress has been made that would enable a
commercially viable, industrial scale, biotechnological production of
cortisone. For this purpose, we utilized B. megaterium MS941 for het-
erologous production of an alternative enzyme, capable to perform
Cl1-oxidation of hydrocortisone.

The application of this gram positive expression host is reasonable
due to the lack of endotoxin production. This is advantageous,
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especially for applications in food and pharmaceutical industry, since
these compounds harbor severe health risks for human, if they are not
completely removed (Liebers et al., 2006). Importantly, B. megaterium
shows high protein production capacity, plasmid stability and is used in
industrial applications for a few decades (de Carvalho, 2017; Korneli
et al.,, 2013). Furthermore, the complete genomes of the biotechnolo-
gically important B. megaterium strains MS941 and QM B1551 have
already been sequenced in 2011 (Eppinger et al., 2011). Very recently,
this data has been exploited for the conduction of metabolomic en-
gineering (Biedendieck et al., 2017; Korneli et al., 2013, 2012) and for
the identification of new functional promoters in this host, in order to
enhance the B. megaterium expression system (Hartz et al., 2019).

In this study, we report on the development of an efficient whole-
cell system in B. megaterium MS941, based on the expression of a
modified guinea pig (Cavia porcellus) 11f-hydroxysteroid dehy-
drogenase 1 (11f3-HSD1). By optimization of enzyme expression and
culture conditions we were able to increase cortisone yields more than
1000-fold compared to the next best biotechnological based conversion
system (Kiss et al., 2015), whilst maintaining high product purity. Our
study thus paves the way for a commercially viable, biotechnological
production of Cll-oxydized steroidal compounds and further down-
stream-processing of the generated substances.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and enzymes

Cortisone and hydrocortisone were obtained from Sigma-Aldrich in
highest purity available. Restriction enzymes were obtained from New
England Biolabs (Ipswich, MA, USA) and Fast-Link™ Ligase was pur-
chased from Lucigen Corporation. The PCRs were performed with
Phusion” High-Fidelity DNA Polymerase and dNTP's, both obtained
from New England Biolabs (Ipswich, MA, USA). Further chemicals and
reagents were purchased from standard resources.

2.2. Bacterial strains and cultivation

Plasmid construction was conducted using E. coli Top10F* (F-mcrA A
(mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG). For experiments
including gene expression and whole-cell conversion recombinant B.
megaterium MS941 was used. This mutant strain is a derivative of
DSM319, lacking the major extracellular protease gene nprM (Wittchen
and Meinhardt, 1995), Protoplasts of the strain were transformed with
the described plasmids (Fig. 1) by polyethylene glycol-mediated
method (Chang and Cohen, 1979). As control, B. megaterium MS941
was used containing an empty pSMF2.1 vector (Bleif et al., 2012) for
verification that the bioconversion of hydrocortisone is catalyzed solely
by the recombinant 115-HSD1 enzyme. The strain MS941 containing

< Repressor | Promoter>—{ RBS >—| RBS | >
Nhel Pacl Notl
pARA_XNC _< AraR [ pAL>—‘ RBS LbADH >—| RBS | F277R/¥295Stop >|-
Nhel Pacl =) Not/
PARA_XN -< AraR ] Piga RBS IBADH >—| Res | ALl
_:>s & e (23-300) o5
pRylXNC -< XyIR | P >t1 RBS LbADH >—| RBS | F277R/Y2955top
Spel Pacl e Not!
p0706_XNC 5 Piscs >|—1 RBS LbADH >|—| RBS | F277R/Y2955top
(23-295)

Fig. 1. Vector maps containing genes for the alcohol dehydrogenase of Lactobacillus brevis (LbADH) and the modified codon-optimized guinea pig 115-HSD1 gene

sequences (115-HSD1) adapted to B. megaterium.

60

23



Wissenschaftliche Publikationen

L. Konig, et al.

the empty vector did not catalyze the desired reaction (data not shown),
demonstrating that the overexpressed enzymes are responsible for
catalytic activity.

2.3. Plasmid construction

The sequence of the guinea pig 115-HSD1 gene (PDB code: 1XSE)
was codon-optimized to the B. megaterium genome utilizing the online
tool Jeat (http://www.jcat.de) and synthesized by GeneArt AG
(Regensburg, Germany). The vector pBTacLbADH was used as template
for cloning of the Lactobacillus brevis alcohol dehydrogenase (LbADH)
gene to enable NADP" regeneration during conversion experiments.
This vector was kindly provided by Dr. Liitz (Institut fiir Biotechnologie
2, Forschungszentrum Jiilich). The genes were amplified via PCR and
all of the resulting products contain their own RBS and Nhel or Spel/
Pacl and Pacl/Notl restriction sites. The codon-optimized guinea pig
118-HSD1 sequences contain the mutation F255R and are N-terminally
truncated (24-300; XN; F255R). Furthermore, an N- and C- terminal
truncated version of the insert (24-273; XNC; F255R/274Stop) was
generated by PCR. The genes were cloned into the basic shuttle vector
pSMF2.1 constructing different derivatives comprising the promoters
Pozoss Para and Pyy;. Relevant sections of the constructed vectors are
depicted schematically in Fig. 1. All utilized primers are assigned in the
Supplementary Material Table S1.

2.4. Co-expression in shake flasks

Seed cultures were inoculated from a —80 °C glycerol stock using
50 mL LB medium supplemented with 10 pg/mL tetracycline and in-
cubated overnight at 37 °C and 150 rpm. The main cultures were sup-
plemented with the overnight culture of recombinant B. megaterium
MS941 cells (1:100) and were grown at 37°C and 150 rpm. The
synthesis of 115-HSD1 and LbADH in B. megaterium was carried out in
300 mL baffled Erlenmeyer flasks containing either 50 mL TB medium
or 50 mL modified MICA medium (Hartz et al., 2018) supplemented
with 10 pg/mL tetracycline. When an ODszg of 0.4 was reached, ex-
pression was initiated by the addition of L-arabinose (0.4-2% w/v) or D-
xylose (0.5% w/v) dissolved in distilled water. Cultures were further
incubated at 30°C or 37 °C and 150 rpm for 24 h.

2.5. In vivo steroid conversions in test tubes

Following the expression period, cultures were harvested by cen-
trifugation (4500g, 15 min, RT), washed and then suspended in 200 mM
potassium phosphate buffer (pH 7.4). Alternatively the harvested cells
were suspended in the already used expression medium. In both cases a
defined cell density was adjusted for steroid conversion. The reaction
was performed in 2 mL final volume, containing 10-25% DMSO (or 5%
ethanol), 2.5% acetone and hydrocortisone dissolved in DMSO or
ethanol. The reactions were carried out at 30 or 37 °C, 200 rpm in test
tubes for a defined time.

2.6. Reversed phase HPLC analysis (RP-HPLC)

For product quantification via RP-HPLC, the samples were extracted
twice with seven volumes of chloroform. The organic solvent was
evaporated and the remaining steroids were suspended in 50% acet-
onitrile and separated on a Jasco reversed phase HPLC system of the
LV2000 series using a reversed-phase ec MN NucleoDur C;5 (4.0 x 125
mm) or reversed-phase ec MN NucleoDur C,g Isis (4.6 x 125mm) col-
umns (Macherey-Nagel, Betlehem, PA, USA). The column was kept at
an oven temperature of 40°C. For measurements of the samples an
acetonitrile/water gradient was applied (phase A: 10% acetonitrile;
phase B: 100% acetonitrile; 0 min 20% B, 5 min 20% B, 13 min 40% B,
15 min 80% B, 18 min 80% B, 19 min 20% B, 22 min 20% B) with a flow
rate of 0.8 mL/min and absorbance of the substances were detected at
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240 nm wavelength. Differences in retention times are due to the use of
different columns, validation of the substances was conducted by
comparison with respective standards. The isolation of conversion
products was performed using an ec MN Nucleodur C18 VP (5pM,
8 x 250mm) (Macherey-Nagel, Betlehem, PA, USA) column. The pro-
ducts were separated by preparative HPLC, according to their retention
time. The maximum injectable amount of sample could reach 250 pL
and the flow rate 4 mL/min. The collected fractions were evaporated to
dryness and analyzed by mass spectrometry (MS) using a QTRAP" 5500
LC-MS/MS System via Electrospray ionization (ESI).

2.7. Determination of the relative NADP* content

The NADP* concentrations were determined using an NADP/
NADPH Assay Kit (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). For fluoro-
metric NADP* detection, biological triplicates of the conversion cul-
tures were harvested after 6 and 24 h, washed with PBS (137 mM NaCl,
10mM KH,PO,/Na,HPO,, 2.7mM KCl, pH 7.4) and adjusted to an
ODgqp of 50 using deionized water. 10 pL of this suspension was used
for co-factor extraction. Following steps were performed according to
the manufacturer's user manual and measured at h., = 530 nm/
Aem = 585nm using the CLARIOstar’ Plus Multi-mode Microplate
Reader (BMG LABTECH GmbH, Ortenberg, Germany). The fluorometric
signals were averaged and standardized to the mean values of the
control samples.

3. Results
3.1. Establishment of the expression system

A modified guinea pig (Cavia porcellus) 11f3-hydroxysteroid dehy-
drogenase 1 (11-HSD1) has previously been shown to have high cat-
alytic activity and selectivity in reduction of cortisone at position C11
in E. coli (Zhang et al., 2014). We thus sought to enable cortisone
synthesis in B. megaterium by expressing an N-terminally truncated
codon-optimized guinea pig 115-HSD1. Previously, it was shown that
the removal of the N-terminal residues of 11f-HSD1 is essential for
soluble protein production, due to diminished formation of aggregates
in a recombinant bacterial system (Elleby et al., 2004), Our 113-HSD1
sequence also contains the additional modification F277R. The sub-
stitution of phenylalanine by a charged amino acid (here arginine)
serves to promote repulsion between protein surface domains and thus,
to increase protein solubility, as previously described (Lawson et al.,
2009).

To further support the biotransformation of hydrocortisone, we
utilized an NADP* regeneration system based upon the co-expression
of an alcohol dehydrogenase from Lactobacillus brevis (LbADH) in the
bicistronic expression vector. This enzyme accepts ketones as substrates
and reduces them to the corresponding alcohols with the simultaneous
conversion of NADPH to NADP* (Fig. 2). Generating a higher NADP* /
NADPH ratio is intended to support NADP*-dependent oxidation of
hydrocortisone. The genes for both 113-HSD1 and LbADH were cloned
into the expression vector pARA, which enables arabinose-inducible
protein expression (Hartz et al., 2019).

3.2. Effect of temperature and acetone supplementation on hydrocortisone
conversion

After establishing our system, we first sought to study the impact of
different conversion temperatures. We found enhanced conversion ef-
ficiency of hydrocortisone to cortisone at 37 °C compared to 30°C
(Fig. 3A) and thus chose to perform all subsequent reactions at 37 °C.

HPLC chromatograms shown in Fig. 3A and B also revealed the
production of an additional unknown compound at a retention time of
4.5 min. By using cells containing an empty vector, we found the 11-
HSD1-independent side-product to be 208-dihydrocortisone, a modified
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Fig. 2. Scheme of the 118-HSD1 and LbADH catalyzed reactions yielding cor-
tisone and propanol. 115-HSD1 converts hydrocortisone into cortisone in the
presence of NADP*. LbADH serves as a NADP™ regeneration system by con-
verting acetone into propanol using NADPH as a co-factor.

product of cortisone (Fig. S1). In order to improve hydrocortisone
bioconversion, we sought to activate LbADH activity by adding 2.5%
(v/v) acetone to the reaction mixture before conversion, which med-
iates NADP* regeneration both in resting and hydrocortisone-con-
verting cells (Fig. 52). We found that acetone enhanced the hydro-
cortisone transformation and brought the additional advantage of
limiting the formation of the undesired secondary product (Figs. 3B and
S1).

3.3. C-terminal truncation of the 113-HSD1 improves cortisone production

Next, we sought to investigate the impact of deleting the C-terminal,
hydrophobic fragment of 115-HSD1, which was previously shown to
further increase the solubility of the enzyme without any obvious det-
rimental impact on enzyme activity (Zhang et al., 2014). Consequently,
we truncated the four C-terminal amino acids of 118-HSD1 by insertion
of the mutation Y295Stop to yield the construct pARA_XNC. We found
that the N-and C-terminal truncated version of the protein (F277R/
Y295Stop) led to a faster and more efficient hydrocortisone conversion
(factor of 2.8) compared to the exclusively N-terminally truncated
version (F277R) (Fig. 4). Thus, for all further experiments 118-HSD1
F277R/Y2955top was used.

3.4. Optimization of the B. megaterium whole-cell system

3.4.1. Optimization of conversion conditions with respect to substrate
solubility and cell density

Hydrocortisone displays a limited solubility in EtOH
(Cmax = 40mM). By contrast, DMSO as solvent shows a dissolving
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Fig. 4. Comparison of the whole-cell substrate conversion by the 118-HSD1
enzyme variants containing F277R substitution either with (pARA_XNC) or
without C-terminal truncation (pARA _XN) at position Y295. The 24 h expres-
sion period took place in TB medium after induction with 0.4% arabinose. The
reactions were carried out in 2mL of 100 mM potassium phosphate buffer (pH
7.4) for 24 h, containing 25% DMSO, 2.5% acetone final concentration and
100gL~" wet cell weight (WCW) in the presence of 10mM hydrocortisone.
Extracted steroids were quantified via RP-HPLC. Values represent the mean of
three conversion experiments. Error bars indicate respective standard devia-
tions.

capacity up to 400 mM. Thus, we quantified the correlation between
substrate solubility and cortisone production efficiency by using
varying final concentrations of DMSO in conversion cultures ranging
from 0% to 35% (v/v) (Fig. 5).

We found the conversion efficiency to increase monotonically from
0.53 = 0.005gL"'d ' at 0% DMSO upto 2.61 + 0.039gL™'d 'at
25% DMSO. At higher DMSO concentrations, however, the conversion
efficiency decreased. We checked for alternatives to DMSO and sub-
stituted the solvent partially with the non-ionic surfactant Tween-20 at
varying concentrations, while keeping DSMO constant at 10%.
Nonetheless, the addition of Tween-20 was found to inhibit cortisone
production (Fig. S3). Thus, for all following experiments, the DMSO
concentration was kept at 25%. We further examined the effect of cell
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Fig. 3. HPLC chromatograms of hydrocortisone bioconversions using B. megaterium MS941 overexpressing LbADH and the N-terminally truncated version of the
modified guinea pig 113-HSD1 F277R (sequences contained in pARA_XN). Resting cells in 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) were used for whole-cell
biotransformation of 100 uM hydrocortisone, supplied in 5% EtOH (v/v). P indicates a side-product formed by cortisone conversion. A: temperature dependent
hydrocortisone bioconversion for 1 h at 30 °C and 37 °C, respectively; B: hydrocortisone conversion at 30 °C for 2 h, with or without supplementation of 2.5% acetone.
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Fig. 5. Effect of DMSO concentration on 115-HSD1 dependent cortisone for-
mation in B. megaterium after 24h. Protein production using the vector
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 harvested cells were suspended in
100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) by adjustment of 100gL ™'
WCW. The reaction mixtures comprise varying concentrations of DMSO, 2.5%
acetone and 15 mM hydrocortisone. Steroid quantification was conducted via
RP-HPLC analysis. The results represent the mean of three conversion experi-
ments, performed simultaneously. Error bars indicate respective standard de-
viations.
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Fig. 6. Effect of increasing cell densities (WCW) on cortisone formation with B.
megaterium MS941. Protein production using vector pARA_XNC was conducted
in TB medium for 24 h after induction of protein expression with 0.4% arabi-
nose. The whole-cell biotransformation of hydrocortisone was carried out in
test tubes containing 2 mL reaction volume. The harvested cells were suspended
in 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) by adjustment of varying cell
densities (WCW), The reaction mixtures contain 25% DMSO, 2.5% acetone and
15 mM hydrocortisone, respectively. Steroid quantification was conducted via
RP-HPLC analysis. The results represent the mean of three conversion experi-
ments, performed simultaneously. Error bars indicate respective standard de-
viations.

density on cortisone productivity. To this end, we adjusted varying cell
densities in the range of 50-200 g L~ ! wet cell weight (WCW) (Fig. 6).
Cortisone yield was found to increase linearly from 1.83 + 0.07 gL ™"
at 50gL~" WCW to 3.57 + 0.21gL™ ! at 180gL ™' WCW. Further
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Fig. 7. Bioconversion of hydrocortisone using increasing arabinose concentra-
tions for induction of gene expression. Protein production using the vector
PARA_XNC was induced by arabinose in different concentrations and was
conducted in TB medium for 24 h. The biotransformation of 15mM hydro-
cortisone was performed in test tubes in 2 mL final volume. The harvested cells
were suspended in 200 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4), 25% DMSO,
2.5% acetone and cell density was adjusted to 180 gL ™' WCW. After a 24h
reaction period, the steroids were quantified via RP-HPLC. The results represent
the mean of three conversion experiments. Error bars indicate respective
standard deviations.

increase in cell density up to 200 g .~ ! resulted in insignificant changes
in cortisone production (3.52 * 0.14gL~"). Therefore, cell density
was maintained at 180 gL~ " WCW for all further experiments.

3.4.2. Expression conditions: inducer concentration

We further improved hydrocortisone conversion by studying effi-
cient induction of protein expression. For this, we varied the supply of
arabinose in concentrations ranging from 0 to 4% (w/v) and assessed
arabinose-dependent induction efficiency by product quantification of
following conversion reactions (Fig. 7). The highest yields of cortisone
were observed using 2% arabinose (4.83 + 0.02gL™") showing an 1.5
fold increase in conversion compared with conversions using 0.4%
arabinose for expression induction as applied in previous experiments.
Cortisone yields remained constant at higher concentrations, conse-
quently, 2% arabinose was used for all following experiments.

3.4.3. Influence of expression and conversion media on reaction selectivity

We next asked about the impact of expression and conversion media
on the reaction selectivity and productivity. In Fig. 8, the activity of this
reaction is demonstrated with regard to hydrocortisone consumption
and cortisone production for determination of the respective reaction
selectivity.

When complex medium (TB medium) was used, either for expres-
sion or for both expression and conversion, no significant difference in
cortisone yield was observed, whilst the reaction selectivity was slightly
increased from 88% to 93% when the conversion was carried out in
recycled TB medium compared to conversions conducted in potassium
phosphate buffer (Figs. 8 and 9A). In contrast, when M9CA minimal
medium was used for expression followed by conversion in potassium
phosphate buffer a marked loss in selectivity to 47% was observed
(Fig. 9B). However, the use of M9CA minimal medium for both ex-
pression and conversion strongly increased reaction selectivity to 96%
(Fig. 9C).

Nonetheless, in comparison with previous conditions, only 83%
efficiency in hydrocortisone transformation was observed when ex-
pression and conversion were conducted both in MOCA medium. This
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Fig. 8. Productivity and selectivity of cortisone formation dependent on ex-
pression and conversion medium. Protein production using vector pARA XNC
was carried out using TB or MI9CA medium after supplementation of 2% ara-
binose for induction. The whole-cell biotransformation of hydrocortisone was
performed in used expression medium (TB or M9CA) or 200 mM potassium
phosphate buffer (pH 7.4), The reactions were carried out using 25% DMSO and
2.5% acetone final concentration and 180 g L.™! WCW in the presence of 15 mM
hydrocortisone. Light bars represent the obtained cortisone yield and dark bars
indicate hydrocortisone consumption after 24 h. The steroids were quantified
via RP-HPLC. The values represent the mean of three conversion experiments.
Error bars indicate respective standard deviations.

effect might arise from a decelerated growth of the cells and thus, leads
to a delay in protein production. On this account, the expression tem-
perature was raised to 37 °C. This change would additionally facilitate
an industrial fermenter process by maintaining the temperature during
the expression and conversion period. Indeed, the elevation in expres-
sion temperature increased cortisone production in minimal medium
equal to expression in complex media at 30°C and hydrocortisone
conversion in buffer of 476 gL ™" d~! (Fig. 10).

3.4.4. Influence of different promoters for protein expression

Finally, we investigated the consequence of utilizing different pro-
moter constructs (pARA_XNC, pXYL_XNC and p0706_XNC) for the
comparison of time-dependent cortisone productions. For these ex-
periments we additionally increased the hydrocortisone concentration
up to 50 mM, since we previously observed elevated cortisone yields
(1.75 fold) by MS941/p0706_XNC if substrate concentrations were
doubled from 25 to 50 mM (Fig. 54). Additionally, we monitored en-
zyme activity utilizing MS941/p0706_XNC without feeding acetone.
Fig. 11 shows conversion efficiencies of the different constructs as
function of time. When 118-HSD1 was expressed from the strong
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Fig. 10. Efficiency and selectivity of cortisone formation dependent on ex-
pression temperature and medium for protein expression. The expression per-
iods of 24 h (MS941/pARA_XNC) were carried out at 30 °C or 37 °C expression
temperature in TB or M9CA medium, The whole-cell biotransformation of hy-
drocortisone was performed at 37 °C in potassium phosphate buffer (pH 7.4) or
recycled M9CA expression medium. The reactions were performed in presence
of 25% DMSO, 2.5% acetone and 15mM hydrocortisone. Light bars represent
the cortisone yield and dark bars indicate the respective hydrocortisone con-
sumption. Extracted steroids were analyzed via RP-HPLC. Values represent the
mean of three conversion experiments. Error bars indicate respective standard
deviations.

constitutive Pyzps promoter, we were able to achieve cortisone yields of
13.65 = 0.64gL~" d~'. This represents a 1.7- and even 2-fold in-
crease in conversion efficiency compared with MS941/pARA_XNC
(8.01 + 0.32gL™! d™') and MS941/pXYLXNC conversions
(6.66 = 0.11gL~! d™1), respectively. Further increase of incubation
duration did not lead to a significantly elevated level of cortisone when
MS941/p0706_XNC is utilized, although cortisone yield continued to
increase over time in reactions in which 115-HSD1 was expressed from
the other two promoters. The addition of acetone led to a two-fold
enhanced cortisone production, which highlights the supporting prop-
erty of acetone in effective bioconversions. Additionally, the use of
Py7ps and Pag4 promoters (Hartz et al., 2019) led to a 2-fold and 1.3-
fold higher conversion efficiency respectively compared with Pxy
under the same conditions.

4. Discussion

In this study we report on the development of a whole-cell based
system for the efficient oxidation of hydrocortisone position C11 to
yield cortisone. Specifically, we expressed the guinea pig 11f-hydro-
xysteroid dehydrogenase 1 (118-HSD1) in B. megaterium as a biocatalyst
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Fig. 9. HPLC chromatograms of hydrocortisone conversion in B. megaterium MS941 overexpressing guinea pig 118-HSD1 and LbADH. The whole-cell bio-
transformation of hydrocortisone was performed in different expression and conversion media. A. TB medium B. expression in M9CA medium and conversion in
200 mM potassium phosphate buffer, (pH 7.4) (KPi); C. expression in MOCA medium and reused for conversion. The reactions were carried out using 25% DMSO,

2.5% acetone and 180 gL ™! WCW in the presence of 15mM hydrocortisone.
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Fig. 11. Time-dependent hydrocortisone bioconversion utilizing different pro-
moters for 118-HSD1-expression in B. megaterium MS941. The expression per-
iods of 24 h (pARA_XNC, pXYL_XNC) and 27 h (p0706_XNC) were carried out at
37 °C in M9CA medium. The whole-cell biotransformation of hydrocortisone
was performed at 37 °C in reused M9CA expression medium. Reactions con-
taining 25% DMSO and 0 or 2.5% acetone (p0706_XNC w/o acetone and
p0706_XNC, respectively) in the presence of 50 mM hydrocortisone. Extracted
steroids were analyzed by RP-HPLC. Values represent the mean of three con-
version experiments. Error bars indicate respective standard deviations.

to promote a highly efficient steroid conversion. Qur system exhibits a
1000-fold improvement in cortisone yield compared with the
CYP106A1-based starting system (Kiss et al., 2015). Due to a high re-
action selectivity (> 95%) and volumetric production (13.65gL™"
d™") this system has high potential to be employed in the industrial
production of steroidal compounds.

4.1. Enhancement in reaction selectivity

By the addition of acetone to the whole-cell-based reaction we in-
hibited a subsequent modification of cortisone (Fig. 3B) and enabled
the generation of higher product concentrations (Fig. 11). The supple-
mentation with acetone as we implemented here has three effects: (i)
acetone increases membrane fluidity and permeability and thus, puta-
tively enhances substrate uptake into the cell and facilitates substrate-
protein and protein-protein interactions (Ingram, 1977; Palamanda
et al., 2000); (ii) acetone inhibits the formation of the undesired side-
product P (Figs. 3B and S1), most likely 20p-dihydrocortisone. The
production of this compound by the NADPH-consuming enzyme FabG
was previously observed in B. megaterium MS941 under similar culti-
vation conditions, confirmed by NMR (Gerber et al., 2016; Putkaradze
etal., 2017). Reduced 208-dihydrocortisone formation by B. megaterium
MS941 (containing an empty vector) as a consequence of acetone ad-
dition (Fig. S1) suggests that the solvent directly affects FabG stability
or activity. A similar conclusion was reached by Carrea et al. by com-
parison of different solvents (Carrea et al., 1988); (iii) acetone influ-
ences the cellular NADP* /NADPH ratio due to activation of the co-
expressed LbADH. Acetone supplementation increased NADP* gen-
eration 1.82-fold in non-converting cells and as much as 3.8-fold in
hydrocortisone-converting cells, which consume NADP" to a greater
extent, after 24 h (Fig. 52). Consequently, on the one hand, the ratio of
the relating co-factors play a major role in 118-HSD1 reaction activity
and direction, which is reflected here in doubled cortisone yields when
acetone was added to the conversion reaction (Fig. 11). On the other
hand, the acetone-induced increase in the NADP " /NADPH ratio de-
creases NADPH availability for the FabG-mediated reaction (Fig. 12).

Therefore, the addition of acetone is an important step for in-
creasing regioselectivity (up to 88%) towards cortisone and for an
elevated conversion efficiency resulting in maximal yields of 4.5gL ™!
d~! of cortisone in TB medium (Figs. 8 and 9A). As second step we
conducted conversions in recycled M9CA medium which further
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enhanced the selectivity up to 96% (Figs. 8 and 9C). By contrast, we
observed a massive decline in the selectivity if cultures were previously
cultivated in M9CA medium for protein production and subsequently
transferred into buffer for conversion. Changing the conversion condi-
tion results in a drop of the pH from 7.0 to 6.8 within 24 h of expression
in M9CA medium (data not shown) and is further reduced to pH 6
during hydrocortisone conversion in recycled MO9CA medium, while the
performance in buffer showed a constant pH of 8.4 (Fig. S5). Pre-
sumably, the change in this parameter causes the promotion of un-
defined enzymatic reactions, which lead to the formation of the ob-
served hydrophobic side-products P2, P3 and P4 (Fig. 9B). In order to
demonstrate if the side-products are formed by host-related reactions
using either hydrocortisone or cortisone as substrate, we performed ESI
MS analysis of the products P2, P3 and P4. This analysis revealed that
the corresponding HPLC fractions contain a complex mixture of several
compounds which are not all visible in the chromatogram (Fig. 9B).
According to their determined molecular masses some compounds can
be allocated to cortisone or hydrocortisone derivatives formed by es-
terification with differently sized short-chain fatty acids and corre-
sponding dehydrated products. For instance, there is a possible ester-
ification of hydrocortisone with propionic acid [415+H]", 3f-
hydroxyhexanoic acid [475+H]" and/or hexenoic acid [457 +H] " or
esterification of cortisone with isobutyric acid or butyric acid
[429 + H]*. The latter is the dehydrated product of 33-hydroxybutyric
acid, a compound which is predominantly present in hydrophobic
granules (poly(3-hydroxybutyrate) granules; PHB granules) in B.
megaterium serving as energy storage located in the cytosol (Jawed
et al., 2016; Jendrossek, 2009). During the cultivation in nutrient-poor
buffer, the mobilization of short-chain fatty acids is putatively induced
for metabolic homeostatis (Handrick et al., 2000; James B.W. et al.,
1999).

Furthermore, we found that expression and conversion in the same
medium is possible without major changes in conversion efficiency
(Figs. 8 and 9). Since a minimal medium is the growth medium of
choice in fermenter systems, this experiment serves as proof-of-concept
by imitating fermenter conditions. Thereby the utilization of additional
buffer for implementation was avoided, resulting in a more sustainable
process, and further, required overall preparation steps can be reduced.
Moreover, the additional replacement of cultivation media by the
MO9CA medium resulted in an enhanced reaction selectivity of 96%
(Figs. 8 and 9A) caused by impaired side-product formation, leading to
a highly efficient cortisone formation of 8 gL' d ' under optimal
cultivation conditions using the pARA_XNC construct (Fig. 11).

4.2. Elevating the productivity of the system

To obtain enhanced catalytic activity and a further increase of the
hydrocortisone conversion, we first created a mutated variant of 11f-
HSD1. Specifically, we removed the N-terminal hydrophobic domain
and modified the C-terminal region of the enzyme by the deletion of
four terminal residues as well as introducing a positively charged re-
sidue at position F277R. These modifications were previously shown to
enhance protein solubility upon overexpression in bacterial systems due
to limiting hydrophobic protein-protein or protein-membrane interac-
tions which can result in the formation of inactive protein aggregates
(Blum et al., 2000; Lawson et al., 2009; Walker et al., 2001; Zhang
et al., 2014). Indeed, cortisone production was observed to be 2.8-fold
higher upon truncation of the C-terminus (pARA_XNC) compared with
the full-length version (pARA_XN; Figs. 4 and 13), which is consistent
with previous observations (Zhang et al., 2014).

We further optimized cortisone production up to 5-fold by using
DMSO at 25% (v/v) (Fig. 5). This phenomenon is probably mainly
caused by enhancing hydrocortisone solubility and thus increasing
substrate bioavailability (Katsu and Iguchi, 2016). Additionally, DMSO
may protect the biological system from damage by free radicals (Barker
et al., 1965) and increases membrane permeability, which putatively
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Fig. 12. Scheme of the 118-HSD1, LbADH and FabG catalyzed reactions yielding cortisone, isopropanol and 208-dihydrocortisone. The FabG related formation of the
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Fig. 13. Summary of the milestones in the enhancement of the presented bio-
technological process. The stages of process-optimization were visualized in
chronological order showing their impact on cortisone production per 24 h. The
cortisone productivity using the 115-HSD1 assumes the preliminary adjustment
of the DMSO and acetone concentration. *The value of 14 mg L™ ' d ' refers to
the process established by Kiss et al. in a B. megaterium whole-cell system (Kiss
et al., 2015).

leads to an enhanced hydrocortisone uptake (Kametani and Umezawa,
1966). Although the previously described optimizations considerably
increased the efficiency of cortisone formation, the major improvement
in the productivity of the process was obtained by the replacement of
the inducible promoters (Para, Pxyy) by a constitutive promoter en-
abling a fully autonomous expression process, without the requirement
of manual intervention for changing cultivation conditions. We realized
this by substitution of P4g4 with Pyzps within the pSMF2.1 backbone,
which both represent two novel promoters, recently identified. These
promoters have been found to be equal or even more efficient in lacZ-
expression compared with the xylose-inducible system (Hartz et al.,
2019). In contrast to Pxy; and Paga, the constitutive promoter Ppzps
displayed a 1.7- to 2.0-fold increase in cortisone productivity, elevating
the yield from 6.66gL™ ' d~! or 8.01gL™! d™!, respectively, up to
13.65 gL~ d ! under optimal cultivation conditions (Figs. 11 and 13).
Furthermore, the use of a constitutive promoter provides the possibility
to conduct multi-enzyme reactions, without having to consider possible
catabolite repression as side-effect of the addition of sugars for induc-
tion (e.g. sucrose or arabinose) (Rygus and Hillen, 1992). These fa-
vorable properties make the system presented here ideally suited for
biotechnological purposes.

4.3. Perspective

The efficient performance of Cl1-oxidation of hydrocortisone or
other 11f8-hydroxylated steroids could open a broad field of applica-
tions, yielding further substances of analytical and pharmaceutical in-
terest. For instance, the complementation of the oxidation reaction,
demonstrated in this study, by a subsequent A'-dehydrogenation could
enable the generation of the synthetic derivative prednisone, which
possesses elevated glucocorticoid receptor affinity and selectivity
compared with naturally occurring steroids. These properties result in
higher drug potency and in elimination of physiological side-effects
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such as corticoid-induced salt-retention (Schacke, 2002; Zhang et al.,
2013). Furthermore, exploitation of this system is conceivable for 11p-
dehydrogenation in prednisolone yielding prednisone, producing an
alternative drug with anti-inflammatory properties and increased value.
Moreover, the isolated or additional C21-acetylation (Mosa et al., 2015)
could enable the production of cortisone acetate or prednisone acetate,
which are also substances used for therapeutic purposes.

5. Conclusions

Herein, we (i) established a functional and self-sufficient whole-cell
system in B. megaterium serving as a model for the efficient C11-oxi-
dation of Cll-hydroxylated steroids. The co-expression of LbADH,
which represents a supporting NADP ™ regeneration system, enhanced
the efficiency of the biotransformation. (ii) We optimized the reaction
conditions for biocatalysis by inhibition of the B. megaterium FabG-
mediated modification of cortisone and by replacement of expression
and conversion media from TB medium to M9CA minimal medium,
which resulted in a remarkably high selectivity of the reaction
(> 95%); (iii) We established a sustainable high-yield cortisone pro-
duction of 13.65gL ™! d ™! by utilizing an efficient host-derived con-
stitutive promoter for gene expression. Its combination with the es-
tablished optimized conditions resulted in a process independent of
inducer supplementation or changes in fermentation conditions during
cultivation, making the presented whole-cell system applicable for up-
scaling and deployment in industrial fermenter processes. The pre-
sented reaction shows high potential for future studies to enable and
expand its application for subsequent down-stream processing (yielding
e.g. prednisone, prednisone acetate, or cortisone acetate) and for the
production of further 11-keto derivatives of C19 or C21 steroids, which
can be produced for pharmaceutical or analytical purposes.
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Table S1: List of used primers for cloning in this work

Primer name

Sequence (5° > 3°)

Description

11BHSD_Pacl_for

GTACTTAATTAAAAATCAAGGAGGTGA
TGTACAATGAACGAAAAATTCCGTCCA
G

IForward primer for 115-HSD1 amplification (Pacl
site (italic), followed by RBS (bold) and start
icodon of ORF (underlined))

11BHSD Notl rev

GTACGCGGCCGCITAAGCCCAACGACC
G

IReverse primer for 115-HSD1 amplification (Notl
site (italic), and stop codon of ORF (underlined))

HSD Y274stop Notl

CATGGCGGCCGCTTATAATTTTTCGTTA
GATAATACGTTATCCC

IReverse primer for 115-HSD1 amplification (C-
terminally truncated version) (Notl site (italic),

land stop codon of ORF (underlined))

Spel LbADH for

GTACACTAGTAAAATCAAGGAGGTGAA
TATACAATGTCTAACCGTTTGGATGGT

IForward primer for LbADH amplification (Spel
site (italic), followed by RBS (bold) and start
icodon of ORF (underlined))

LbADH_Nhel for

GTACGCTAGCAAATCAAGGAGGTGAA
TATACAATGTCTAACCGTTTGGATGG

IForward primer for LbADH amplification (Nhel
site (italic), followed by RBS (bold) and start
icodon of ORF (underlined))

LbADH_Pacl rev

CATGTTAATTAACTATTGAGCAGTGTAG
CCACC

Reverse primer for LOADH amplification (Pacl
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 MOCA medium at 37°C, the biotransformation of cortisone was performed in MOCA
medium at the same temperature after adjustment of 180 g L' 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 MOCA 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 114-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' 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 115-HSD1 dependent cortisone formation in B.

megaterium after 24 h

Gene expression in MS941/p0706_XNC was conducted in MOCA 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' 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 MO9CA medium, recycled after expression period for conversion. The
reactions were carried out using 25% DMSO, 2.5% acetone final concentration and 180 g L' WCW in the presence of 15 mM

hydrocortisone.
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1 | INTRODUCTION
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Abstract

Synthetic glucocorticoids such as methylprednisolone are compounds of fundamental
interest to the pharmaceutical industry as their modifications within the sterane
scaffold lead to higher inflammatory potency and reduced side effects compared with
their parent compound cortisol. In methylprednisolone production, the complex
chemical hydroxylation of its precursor medrane in position C21 exhibits poor stereo-
and regioselectivity making the process unprofitable and unsustainable. By contrast,
the use of a recombinant E. coli system has recently shown high suitability and
efficiency. In this study, we aim to overcome limitations in this biotechnological
medrane conversion yielding the essential methylprednisolone-precursor premedrol
by optimizing the CYP21A2-based whole-cell system on a laboratory scale. We
successfully improved the whole-cell process in terms of premedrol production by (a)
improving the electron supply to CYP21A2; here we use the N-terminally truncated
version of the bovine NADPH-dependent cytochrome P450 reductase (bCPR_,;) and
coexpression of microsomal cytochrome bs; (b) enhancing substrate access to the
heme by modification of the CYP21A2 substrate access channel; and (c) circumvent-
ing substrate inhibition which is presumed to be the main limiting factor of the
presented system by developing an improved fed-batch protocol. By overcoming the
presented limitations in whole-cell biotransformation, we were able to achieve a
more than 100% improvement over the next best system under equal conditions
resulting in 691 mg-L"%-d"* premedrol.

KEYWORDS

C21 hydroxylation, CYP21A2, cytochrome bs, enzyme engineering, whole-cell biotransformation

groups. These changes in the steroid framework modify the

physiological properties such as solubility, skin or intestinal absorp-

Synthetic glucocorticoids are often used as immunosuppressants or
for hormone replacement therapy compensating enzymatic disorders
or deficiencies to treat various diseases like rheumatoid arthritis
(Kadmiel & Cidlowski, 2013; McMaster & Ray, 2008). They are very
similar to physiologically produced steroids, whereas their structure
differs in additional functional groups such as hydroxy or methyl

tion, or steroid receptor affinity (Diederich et al., 2015). The latter
particularly influences the suitability of the active substance for
targeted medication, as natural glucocorticoids often cause
unwanted side effects that typically manifest themselves in hyper-
tension, hypokalemia, osteoporosis, and other symptoms (Henzen,

2003; Schicke, 2002; Schacke et al., 2004). These occur due to the

Biotechnology and Bioengineering. 2019;1-11.
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high coaffinity of these glucocorticoidal ligands to the mineralocorti-
coid receptor (MR) causing an aldosterone-like response (Farman &
Rafestin-Oblin, 2017). Avoiding such side effects while increasing the
therapeutic effect of steroidal drugs is a realistic goal and is often
achieved by steroid modification. This can be illustrated particularly
well using the example of the synthetic glucocorticoid methylpredni-
solone, which exhibits reduced MR affinity and multiplied glucocor-
ticoid potency compared with its unmethylated derivative,
prednisolone. Methylprednisolone, also known as medrol, is applied
for the treatment of arthritis and other inflammatory diseases and
thus, highly appreciated by the pharmaceutical industry (Bavetta,
Bekhor, Shah, O'Day, & Nimni, 1962). The increasing demand of this
compound requires the development of production strategies, that
are aimed at achieving high-product yields while maintaining the
cost-effectiveness of the process. Besides that, there is a common
interest in reducing the ecological footprint to a minimum. The
synthesis of this compound is challenging since, in particular, the
introduction of a hydroxyl group in position C21 is a demanding step
and difficult to achieve by chemical methods. Such reactions often
require multistep processes involving the introduction of protective
groups and the use of toxic reagents such as halogens. In addition,
by-products increase the total expenditure and thus reduce produc-
tion efficiency due to required purification by chromatographic
methods (Koechlin, Kritchevsky, & Gallagher, 1951). The replacement
of chemical by biotechnological processes has therefore aroused
interest in recent decades, as the latter are highly suitable for the
environmentally sustainable and economic production of pharma-
ceuticals. Bacterial fermentation for the production of pharmaceu-
ticals offers (a) the possibility to accumulate high amounts of biomass
by the use of simple and nontoxic raw materials, (b) a high-yield
production of catalytically active enzymes and (c) the production of
whole cells acting as biocatalysts. The latter can be used for the
execution of regio- and stereospecific reactions under mild condi-
tions while the cells provide and regenerate expensive cofactors such
as NADPH (Bureik & Bernhardt, 2007). In particular, the use of
cytochrome P450 enzymes (P450) in optimized bacterial whole-cell
systems shows high potential and suitability for pharmaceutical
production (Bernhardt, 2006; Urlacher & Girhard, 2012). Recently,
the C21 hydroxylation of medrane has been established in a
recombinant Escherichia coli (E. coli) whole-cell system that enables
the CYP21A2-mediated production of premedrol, the precursor of
methylprednisolone (Brixius-Anderko, Schiffer, Hannemann, Janocha,
& Bernhardt, 2015). Although this system allows the production of
considerable quantities of this compound, there is still potential for
improvement by circumventing existing limitations of the CYP21A2-
mediated conversion. Frequently observed bottlenecks of P450
systems include an insufficient electron delivery (Bernhardt &
Urlacher, 2014; Sagadin, Riehm, Milhim, Hutter, & Bernhardt,
2018), whose efficiency is dependent on the choice of redox partners
for bioconversion. Their suitability varies dependent on the respec-
tive P450 isoform. Additionally, there is evidence that the rate-
limiting transfer of the second electron can be supported by an
alternative bypass-pathway via cytochrome bs, affecting product

formation velocity and efficiency (Vergéres & Waskell, 1995).
Another possible limitation that can occur in recombinant whole-
cell biocatalysis is the molecular obstruction of substrate access to
the active site (Wade, Winn, Schlichting, & Sudarko, 2004), which can
be modulated by substitution of the relevant residues that cause
steric or polar constraints. There is also the possibility of the
substrate and product inhibition (Edwards, 1970; Lin et al,, 2001),
caused by exposure of toxic substrates or complex-formation of the
enzyme with the substrate or product at excessively high concentra-
tions, respectively. Here, we addressed all of these possible obstacles
and, thus, (a) improved the efficiency of electron supply by using the
modified natural redox partner bCPR_»7 and the coexpression of
cytochrome bs, (b) improved substrate conversion by molecular
modification of the substrate access channel, and (c) bypassed
substrate or product inhibition by performing fed-batch cultivation of
E. coli.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Chemicals and enzymes

Medrane and premedrol were obtained from Sanofi, Frankfurt-
Héchst (DE) and of highest purity. Restriction enzymes were
obtained from New England Biolabs {Ipswich, MA) and Fast-Link™
Ligase was purchased from Lucigen Corporation. The PCRs were
performed with Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase and dNTP's,
both obtained from New England Biolabs (lpswich, MA). Further
chemicals and reagents were purchased from standard resources and
are of highest purity.

2.2 | Bacterial strains and cultivation

All cloning experiments were performed with E. coli strain TOP10
(Invitrogen). Protein synthesis and whole-cell biotransformation
were carried out in the E. coli strain C43(DE3) as described in
(Miroux & Walker, 1996). Transformed cells were stored as glycerol
stock with a 1:1 mixture of an overnight culture and glycerol (80%)
at -80°C.

2.3 | Plasmid construction and mutagenesis

2.3.1 | CYP21A2 and CPR_,; expression

The bovine CYP21A2 [UniProt ID: PO0191; PDB code: 3QZ1] and
CPR_27 [UniProt ID: Q3SYT8] were expressed in C43(DE) while the
latter is an N-terminally truncated version with a C-terminal
3-glycine-6-histidine tag as described (Neunzig et al, 2014). The
truncation of 27 amino acids at the N-terminus enables high-yield
expression of a soluble catalytically active CPR. The cloning and
generation of the vector p21b_bRED(-27) was performed as
described in (Brixius-Anderko et al., 2015; Neunzig et al, 2017)
(Figure 1a).
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FIGURE 1 Vector maps containing genes for CYP21A2, CPR, cytochrome bs, and chaperonins. Restriction enzyme cleaving sites are

depicted in red with corresponding positions in the respective plasmid. (a) Vector map of bicistronic p21b_bRED(- 27) containing the genes of
the bovine CYP21A2 and N-terminally truncated bovine CPR (CPR_»7) with the corresponding ribosome binding sites (RBS). Expression of these
proteins is regulated by the T7 promoter. The plasmid contains the gene for ampicillin resistance (AmpR) and a pBR322 origin of replication
(ori). (b) Vector map of the plasmid pREP-groESL_cytb5, a modified derivative of pREP4-groESL (Cole, 1996) containing the additional gene of
cytochrome bs with corresponding RBS under control of a modified T7 promoter (T7*) with decreased induction strength (lkeda et al., 1992)

and the gene for kanamycin resistance (KanR)

2.3.2 | Cytochrome bs and GroEL, GroES
chaperonins

The vector pREP4-groESL_cytb5 (Figure 1b) was generated using the
pREP4-groESL backbone (Cole, 1996). For cloning of the bovine
cytochrome bs [UniProt ID: PO0171], the expression cassette Smal-
Pr7mod-cytochrome bs-Tt7m04-Sall was amplified via PCR using the
template previously described (Klymiuk et al, 2017) and primers
listed in Table S1. The T7 promoter sequence was modified (Pr7mod),
to reduce the cytochrome bs expression level. Hence, adenine was
substituted into thymine in position -6 of the T7 sequence as
proposed by lkeda, Ligman, and Warshamana (1992). Following, the
digested amplicon was inserted into Smal and Sall treated pREP4-
groESL via ligation.

2.3.3 | Site-directed mutagenesis in M210 of
CYP21A2

p21b_bRED(-27) served as a template for a Quik change® mutagen-
esis changing position M210 of the bovine CYP21A2 sequence. For
this, Pfu polymerase was used and mutagenesis was performed
according to manual instructions from Agilent Technologies (Santa
Clara, CA). All utilized primers are listed in Table S1.

2.4 | Purification of CYP21A2, cytochrome bs, and
CPR_57 and in vitro conversion of medrane
Expression and purification of the bovine proteins CYP21A2, CPR_,7,

and cytochrome bs were performed as described before (Brixius-
Anderko et al, 2015; Neunzig et al, 2014; Schiffer et al,, 2016).
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Aliquots were stored at -80°C until used. Protein concentration of
bCPR ;7 was calculated using a molar extinction coefficient
£5g5=2.4 mM Lem™ (Vermillion, Janice, & Coon, 1978). The con-
centration of bovine cytochrome bs was determined using a
difference extinction coefficient of 185mM %.cm™ for the absor-
bance change at 424-409nm (Mulrooney & Waskell, 2000).
CYP21A2 concentration was determined by performing difference
spectroscopy according to Omura and Sato using a molar extinction
coefficient of e445=91mM L.cm™ (Omura & Sato, 1964). The
determination of reaction velocity dependent on enzyme ratio were
performed using the purified enzymes in a reconstituted in vitro
system. The reaction was carried out in 250ul reaction buffer
containing potassium phosphate buffer (KP; buffer) [50 mM K,HPO,/
KH2POy; pH 7.4], 1 mM MgCl,, 5 mM glucose-6-phosphate and 1 U
glucose-6-phosphate dehydrogenase. Purified bCYP21 A2 (0.5 uM)
and varying concentrations of the CPR_,7, cytochrome bs and
medrane were added to the reaction buffer. The reaction was
started by application of 500uM NADPH into the prewarmed
reaction mixture, followed by incubation at 37°C for a defined time.
The reaction was stopped by addition of 250 pl of chloroform.

2.5 | Steroid quantification by reverse-phase
high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)

For product quantification via RP-HPLC, the samples were extracted
twice with double volumes of chloroform. The organic solvent was
evaporated and the remaining steroids were suspended in 50%
acetonitrile and separated on a Jasco reverse phase HPLC system of
the LV2000 and LV900 series using a reverse-phase ec MN NucleoDur
C18 (4.0 x 125 mm; Macherey-Nagel, Betlehem, PA). The column was
kept at an oven temperature of 40°C. For measurements of the samples
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an acetonitrile/water gradient was applied with a flow rate of 0.8 ml/
min and absorbance of the substances was detected at a wavelength of
240 nm (Solution A: 50% ACN; Solution B: 100% ACN; 0-8 min: 100%
A; 8-10 min: 10% A; 10-10.1 min 100% A, 10.1-15 min 100% A). The
retention times of medrane (3.2min) and premedrol (2.2 min) were
verified with the respective standards. The relative peak area of each
substance was used for calculation of the conversion rates and product
concentration.

2.6 | Protein expression and whole-cell biocatalysis
Expression of CYP21A2 and redox partners was performed by
inoculation of LB medium with glycerol stocks from transformed
C43(DE3) E. coli cells with the vectors p21b_bRED(-27) (Figure 1a)
or p21b_ArEt (Brixius-Anderko et al., 2015) and pGro12 (Nishihara,
Kanemori, Kitagawa, & Yura, 1998) or pREP-groESL_b5 (Figure 1b).
The seed culture was incubated at 37°C overnight. The main culture
was generated in 300 ml baffled flasks by inoculation of 30 ml of
terrific broth (TB) medium containing the respective antibiotics
(100 pg/ml ampicillin and 50 pg/ml kanamycin) inoculated with the
seed culture using a ratio of 1:100. When the ODgop nm reached 0.5,
the protein production was induced by the addition of 4g L*
arabinose, 1mM isopropyl-3-p-thiogalactoside (IPTG) and 1mM
8-aminolevulinic acid. The temperature was reduced to 30°C and
the expression was performed for 24hr at 150rpm. After the
expression period, the cells were harvested by centrifugation
(2500 g, RT, 15 min) and washed with 50 mM KP;. After the second
centrifugation, the pellet was suspended in 50 mM KP; adjusting cell
densities of 24-96 g wet cell weight (gy,cw)/L. The biotransformations
were performed in 100 ml baffled flasks containing 10 ml of the
culture unless otherwise stated. Polymyxin B (32.5 pyg/ml) was added
for cell permeabilization providing an improved substrate uptake
(Janocha & Bernhardt, 2013). Biotransformations using batch
cultivation were performed by the addition of 1.2 or 48mM
medrane and 2% or 8% (vol/vol) glycerol. Fed-batch fermentation
was carried out by adding 1.2 mM medrane and 2% (vol/vol) glycerol,
which was repeated for three times in 2hr periods. Medrane
conversions were performed at 30°C and 150rpm for a defined
time. The steroid substrate was dissolved in dimethyl sulfoxide,
which did not exceed 4.8% in conversion cultures. The reaction was
stopped by the addition of the double volume of chloroform.

2.7 | Computational methods

The crystal structure of the bovine CYP21 (PDB 3QZ1) was used as a
receptor for docking into the wild-type, whereas the M210V mutant
was constructed using the SWISS pdb viewer (version 4.0.1) (Guex &
Peitsch, 1997). For the necessary preparation steps before docking
AutoDock Tools (Windows version 1.5.6r3) was used (Sanner, 1999).
AMBER charges were assigned to the amino acids of the protein part
and Gasteiger-Marsili charges were computed for the heme cofactor.

To account for its oxidation state, the partial charges were adjusted to
0.400e on the iron atom and -0.348e to each of its ligating nitrogen
atoms, respectively. The rectangular grid box (56 x50x 64) was
centered around residue 210 To capture all conceivable binding
positions of the ligands in this region. The grid spacing was set to the
default value of 0.375A. Medrane and 17a-hydroxyprogesterone
(170HP) were constructed manually and energetically optimized using
the MM+ force field parameters as implemented in HYPERCHEM
(HYPERCHEM, Version 6.02, Hypercube Inc., Gainsville, FL). Atom
types and Gasteiger-Marsili charges for use in AutoDock (version 4.2)
(Huey, Morris, Olson, & Goodsell, 2007; Morris et al., 1998) were
computed with in-house PERL scripts. During docking all rotatable
bonds of the ligands were treated as flexible, whereas the protein part
was kept rigid. A total of 250 runs of the Lamarckian Genetic
Algorithm for each ligand were carried out, otherwise default
parameters of AutoDock were applied. Hydrophobicity profiles of
the full-length and truncated bCPR were determined and compared
using the ExPASy online tool Protscale (Gasteiger et al., 2005) based
on the amino acid scale of Kyte and Doolittle (1982).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | In vivo effect of the N-terminal CPR
truncation on premedrol formation in the E. coli
whole-cell system

To enhance the previously established whole-cell system in E. coli
C43(DE3) (Brixius-Anderko et al., 2015), we considered different
aspects frequently limiting the efficiency of whole-cell biotransfor-
mations. The hydroxylating activity of bovine CYP21A2 depends on
the coexistence of a suitable redox partner that mediates the
transfer of two electrons from NADPH™ to CYP21A2. This event
enables the enzymatic regioselective oxidation of medrane in C21
resulting in premedrol. Since an optimal electron supply is allocated
to be an important factor in limiting the conversion yield of P450
mediated systems, we sought to optimize this by substitution of the
coexpressed redox partner in the E. coli whole-cell system. Therefore,
we modified the membrane-bound microsomal bovine CPR, which is
the naturally occurring redox partner of bovine CYP21A2. According
to a previous study, the N-terminal truncation of 27 amino acids
(-27) of the human CPR led to an improved solubility and higher
protein concentrations without affecting the enzyme's activity in a
recombinant E. coli system (Sandee & Miller, 2011). For electron
transfer, positively charged residues on the proximal site of
CYP21A2 are interacting with acidic residues on the CPR surface
(Hlavica, Schulze, & Lewis, 2003; Shen, Porter, Wilson, & Kasper,
1989). Since the removal of 27 N-terminal amino acids did not affect
catalytic activity (Sandee & Miller, 2011), the binding sites should be
unaffected. To this end, we generated a modified version of the
plasmid p21b_bRED (Brixius-Anderko et al., 2015), harboring the
encoding sequence of bCPR_;;. The truncated protein-enhanced
medrane conversion in whole-cell biotransformations by about 19%
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compared with the reported arh1/etp™ based redox system resulting
in 196.8 + 24.9 mg-L"%.d"! although statistical significance cannot be
assured (Figure 2). The presented premedrol production here did not
exceed 320 mg L™ as observed by Brixius-Anderko et al. using arh1/
etp™, since the latter yield was obtained by multiple addition of lower
substrate concentrations summed up to 1 mM. However, comparing
premedrol production obtained by non-successive substrate addition,
using the bCPR_;7 increased the premedrol production 2.4-fold
compared with premedrol production supported by WT CPR (Brixius-
Anderko et al., 2015).

This difference in efficiency is due to the membrane-bound
nature of the WT microsomal CPR which makes it difficult to
be overexpressed in a recombinant bacterial system. The removal of
the N-terminal membrane-binding domain putatively increased the
protein’s solubility, as this region is described to be hydrophobic in
rat (Gilep, Guryev, Usanov, & Estabrook, 2001), yeast (Venkateswar-
lu, Lamb, Kelly, Manning, & Kelly, 1998), human (Migita, Togashi,
Minakawa, Zhang, & Yoshida, 2005) and rabbit (Masters, 2005) CPR.
Additionally, in silico determination of hydrophobicity profiles and
average hydrophobicity indices of the bovine CPR sequence revealed
that the truncation of the N-terminus decreased hydrophobicity of
the protein by 2.7%. This could result in increased stability and,
therefore, higher expression level in the recombinant host. With this,
the excessive accumulation and degradation of hydrophobic proteins
in the cytoplasm is prevented. Consequently, this facilitated the
presence of higher quantities of catalytically active protein. Addi-
tional in vitro experiments using different ratios of P450:.CPR
revealed that the increase of CPR up to 1:4 leads to an increase in

reaction velocity (Figures S1 and 3) forming premedrol. Based on this
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FIGURE 2 CYP21A2-mediated whole-cell conversion of medrane
in dependence on the redox partners (arh1/etp’; bCPR_,). The
24 hr expression took place in TB medium after induction with 1 mM
IPTG, 8-ALA, and 0.4% arabinose. The reactions were carried out in
30 ml of KPi (pH 7.4), containing 30 pg/ml polymyxin B, 2% glycerol,
1 mM medrane, and 24 g,,./L of recombinant Escherichia coli cells
for 24 hr. Extracted steroids were quantified via RP-HPLC. Values
represent the mean of three conversion experiments. Error bars
indicate respective standard deviations. IPTG, isopropyl-3-p-
thiogalactoside; RP-HPLC, reverse-phase high-performance liquid
chromatography; 8-ALA, 8-aminolevulinic acid
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observation, bCPR_,7 was consecutively used for all subsequent

experiments.

3.2 | In vitro effect of cytochrome bs on premedrol
formation

As shown before by using a truncated CPR version, the efficiency of
electron transfer is one of several limiting factors on whole-cell
medrane conversions in recombinant E. coli (Figure 2). Thus, we
sought to introduce a putatively supporting protein that is able to
interact with the CPR and/or CYP21A2. In microsomes, cytochrome
bs is colocated with CYP21A2 and CPR and has previously been
shown to support several individual P450s in their reaction
efficiency, for instance, CYP3A4, CYP2B4 and CYP17A1 (Bart &
Scott, 2017; Bridges et al., 1998; Gilep et al., 2001; Katagiri, Kagawa,
& Waterman, 1995). However, the supportive effect is dependent on
the individual P450 isoform as well as the corresponding redox
partner and the molar ratio of the present enzymes (Imai & Sato,
1977: Lu, West, Vore, Ryan, & Levin, 1974; Morgan & Coon, 1984;
Schenkman, Jansson, & Robie-Suh, 1976).

The mechanism of cytochrome bs action is hypothesized as
follows: (a) allosteric activation of P450 supporting the correct
positioning towards CPR (Miller, 2005), (b) cytochrome bs acts as an
electron transfer intermediate between the reductase and P450s.
Whereas the CPR transfers the first electron with high efficiency,
cytochrome bs provides the rate-limiting input of the second electron
to P450 (Schenkman & Jansson, 2003), (c) complexation of
cytochrome bs to P450 leading to a stabilization of the oxycyto-
chrome P450 complex. In this way, cytochrome bs can provide a
faster transfer of the second electron than the formation and release

of a superoxide anion. The three suggested mechanisms allow the

3.54
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FIGURE 3 Time-dependent in vitro conversion of medrane to its
21-hydroxylated product, premedrol, in dependence on the
CYP21A2:CPR:cytochrome bs ratio. The in vitro conversions of

100 uM medrane were performed utilizing purified bCYP21A2,
bCPR_57 and cytochrome bs in KP; 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. b5:
cytochrome bs; CPR, CPR_,7; P450, CYP21A2; RP-HPLC, reverse-
phase high-performance liquid chromatography
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increase of product formation without influencing NADPH consump-
tion (Gorsky & Coon, 1986; Gruenke, Konopka, Cadieu, & Waskell,
1995). To investigate the effect of cytochrome bs on CYP21A2
activity, we performed in vitro conversions of medrane using the

BIOTECHNOLOGY
B1O RIN

purified bovine enzymes of CYP21A2, bCPR_,; and cytochrome bs
(Table S2) at varying ratios from 1:4:0 to 1:4:8 (Figure 3). The optimal
P450:CPR ratio was previously determined to be 1:4, as shown in
Figure 51. At a P450:CPR:cytochrome bs ratio of 1:0:1 no product
was formed highlighting the mandatory role of CPR for CYP21A2
activity which increased up to 1.25 pM premedrol/min at a ratio of
1:4:0 (Figure 3). We observed that cytochrome bs has a supporting
effect on product formation, which is increased at least by 90% at a
ratio of 1:4:0.5 compared with 1:4:0 and did not alter considerably at
higher P450:bCPR_z7:cytochrome bs ratios (Figure 3). The lack of
premedrol production at ratio 1:0:1 confirmed the above-stated
hypothesis that the electron transfer, at least the transfer of the first
electron, is exclusively mediated by CPR and cannot be replaced by
cytochrome bs (Miller, 2005; Schenkman & Jansson, 2003). The
enhancing effect of the cytochrome bs at ratios of 1:4:0.5 and above
shows that despite the removal of the first 27 amino acids of the CPR
protein sequence, interaction between both, CPR and cytochrome bs,
still is possible resulting in a higher reaction velocity. With regard to
the elevating effect of cytochrome bs on the CYP21A2 related
biotransformation, hypotheses (a)-(c) are conceivable in this context.
By contrast, a previous study described an inhibitory effect of

17a-Hydroxyprogesterone 11-Deoxycortisol

cytochrome bs on the CYP21A2 activity in vitro (Wang et al,, 2017).
The opposite effect demonstrated there may, on one hand, be due to
the use of enzymes from different sources. Whereas in our
experiments all enzymes originate exclusively from the bovine
species, in those experiments human CYP21A2, cytochrome bs and
rat CPR were used. Moreover, different substrates were investigated
(medrane and progesterone, respectively), which could affect the
influence of cytochrome bs on the performance of P450 (Bart &
Scott, 2017). Finally, in the experiments described by Wang et al.
(2017), excessive concentrations of cytochrome bs (1:300) were
used, which may lead to the contrary effect as observed in our
studies, since we did not exceed a P450 to cytochrome bs ratio
of 1:8.

3.3 | Protein engineering of bCYP21A2 via
site-directed mutagenesis and in vivo screening

Another possible limiting factor in biotransformations is steric
hindrance of the substrate access into the active site, preventing
substrate-uptake or product release. Compared with the natural
CYP21A2 substrate 17a-hydroxyprogesterone (170HP) (Figures 4a
and 4c) medrane possesses an additional methyl group in Cé and a
hydroxy group in C11 (Figures 4b and 4d). Hence, modification of the
substrate access channel could lead to higher efficiency in medrane

(b)

Premedrol

FIGURE 4 Scheme of the CYP21A2-catalyzed C21-hydroxylation and structure of the wild type (WT) CYP21A2 substrate access channel in
the presence of 17a-hydroxyprogesterone (170HP). (a) The natural substrate 170HP is hydroxylated by CYP21A2 yielding 11-deoxycortisol. (b)
The synthetic steroid medrane is hydroxylated at position C21 producing premedrol. Compared to 170HP, medrane possesses an additional
hydroxy group at C11 and a methyl group at Cé as depicted in red. (c, d) Top view on the CYP21A2 substrate access channel illustrating the
location of methionine (position 210, sulfur colored in yellow) and the ligand. (c) 17OHP as being present in the X-ray protein structure of bovine
CYP21A2 (PDB: 3QZ1 [marine sticks] (Zhao et al., 2012). (d) Obtained docking position of medrane (green sticks). Oxygen atoms of the steroidal
structure are depicted in red, the prosthetic heme group in pink, and its iron atom as sphere [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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conversion. According to Zhao et al. (2012), the methionine in
position 210 of bCYP21A2 is part of the distal 17OHP-binding region
which interacts with the substrate within 4 A and is located at the
substrate access channel (Figure 4c). To enhance substrate access to
the active site, we thus examined the impact of steric effects in
product formation in vivo. To this end, we performed site-directed
mutagenesis of M210 by introducing other hydrophobic residues of
different size (valine, glycine, alanine, isoleucine and phenylalanine).
Indeed, substitution with the smaller valine yielded a 1.3-fold
increase in premedrol formation (Figure 5a), resulting in
255+ 20mg:L 148 hr™! (Figure 5b), whereas the introduction of
smaller residues into position M210 produced premedrol levels not
different from that of the WT (Figure 5a). We assume that steric and
hydrophobic effects play a role in this context. Since valine is a more
hydrophobic residue than methionine (Eisenberg, 1984; Kyte and
Doolittle, 1982), hydrophobic interactions could be implicated to
allow correct substrate orientation and faster guidance towards the
catalytically active heme. Our docking results showed energetically
preferred binding positions of both medrane and 170HP in the same
region as the ligand in the crystal structure (3QZ1), considering its
limited resolution of 3 A (see Figures 4c and 4d). Interestingly, the
obtained docking conformations in the M210V mutant were identical
to those in the wild type (data not shown). However, since residue
210 is not in direct contact with the ligands, the introduction of a
smaller side chain (valine) obviously does not affect their binding
position. Nevertheless, it is likely that conformational changes of
the protein go along with the diffusion of the ligands further to the
active site, which, however, cannot be elucidated by docking.
Therefore, we assume that the smaller side chain in position 210

affects the dynamics of substrate access indirectly, for example by

—
Y]
—
-
-]
1

1.4-

1.24

1.0

H-

0.8 1

Relative premedrol production

0.6

WT M210V M210G M210A M2101 M210F

FIGURE 5

—_
(=2
~

Premedrol [mg L]

altered enzyme stability or expression level. However, it cannot be
ruled out that the mutation may facilitates the substrate’s access by
conformational changes of the protein. Unfortunately, experiments
analyzing modifications of the active site (M197 with saturation
mutagenesis) or the surface (L442A and L224R) of CYP21A2 for
altered solubility did not produce any improved variants for

premedrol production (data not shown).

3.4 | Combinatorial application of developed
strategies on whole-cell biotransformation of
medrane

Although the effect of CPR truncation on premedrol production and
CYP21A2 mutagenesis has been demonstrated in the E. coli whole-
cell system, the effects of cytochrome bs copresence were so far
shown only in vitro. This encouraged us to create a functional in vivo
whole-cell system that combines the three optimization strategies.
To keep the number of expression vectors to a limit of two, we
created a vector containing the genes for the chaperonins GroES/EL
and cytochrome bs. For this purpose, we modified the vector pREP4-
groESL (Cole, 1996) and introduced the gene for cytochrome bs
under the control of a modified T7 promoter. As the P450:CPR: bg
ratio 1:4:0.5 is sufficient to have an elevating impact on product
formation in vitro (Figure 3) we introduced a point mutation into the
T7 promoter according to lkeda et al. (1992). This modification leads
to a residual promoter activity of 13%, which prevents excessive
cytochrome bs production and thus maintains efficient coexpression
of bCPR_,7 and CYP21A2. E. coli C43(DE3) was cotransformed with

the WT CYP21A2 (p21b_bRED(-27)) or modified CYP21A2

300

——WT T
—e— M210V

250 -
200 -
150 -
1004

50

0 T T T T 1
10 20 30 40 50

conversion time [h]

In vivo conversion of medrane dependent on replacements in position M210 of bCYP21A2. (a) Relative premedrol production

standardized to the WT (M210). Premedrol concentrations were analyzed via RP-HPLC after a conversion period of 24 hr. (b) Absolute
premedrol concentration dependent on the conversion time. The 24 hr expression period took place in TB medium after induction with 1 mM
IPTG, 8-ALA, and 0.4% arabinose. The reactions were carried out in 30 ml of KPi (pH 7.4) containing 30 pg/ml polymyxin B, 2% glycerol, 1.2 mM
medrane, and 24 g,,,./L of recombinant Escherichia coli cells for 24 hr. Extracted steroids were quantified via RP-HPLC. Values represent the
percentage mean of three conversion experiments. Error bars indicate the respective standard deviation. Values were normalized on premedrol
productions of the WT. IPTG, isopropyl-g-p-thiogalactoside; RP-HPLC, reverse-phase high-performance liquid chromatography; TB, terrific
broth; WT, wild type; 8-ALA, 8-aminolevulinic acid [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 6 CYP21A2-mediated whole-cell conversion of medrane
dependent on the CYP21A2 variant (WT or M210V) and the
presence of cytochrome bs (Cyt bs). The 24 hr expression period took
place in TB medium after induction with 1 mM IPTG, 5-ALA and 0.4%
arabinose. The reactions were carried out in 10 ml of KP; buffer (pH
7.4) for 24 hr, containing 32.5 pg/ml polymyxin B, 2% glycerol and
96 guwew/L of recombinant Escherichia coli cells. 4.8 mM of medrane
was either added at the beginning of the conversion period (no
feeding, bright columns) or stepwise in 2-hr time slots each with
1.2 mM medrane (t0-t6) and 2% glycerol (to-ts) (feeding, dark
columns). Extracted steroids were quantified via RP-HPLC. Values
represent the mean of three conversion experiments. Error bars
indicate respective standard deviations. IPTG, isopropyl-§-p-
thiogalactoside; RP-HPLC, reverse-phase high-performance liquid
chromatography; TB, terrific broth; 8-ALA, -aminolevulinic acid

containing vector (p21b_M210V_bRED(-27)) and with the chaper-
onin vector (pGro12) or chaperonins and cytochrome bs containing
vector (PREP4-groESL_cytb5), respectively (Figure 1). Biotransforma-
tion was performed by adding 4.8 mM medrane (Figure 6, bright
columns) and 8% (vol/vol) glycerol. In batch cultures (Figure 6, bright
columns) the coexpression of cytochrome bs with WT CYP21A2
showed an elevating effect on premedrol production by 15%
compared with cultures solely expressing WT CYP21A2. The
substitution M210V in CYP21A2 yielded 404 + 28 mg-L™%-d"?, corre-
sponding to a 25% increased product formation compared with WT
CYP21A2, which is in good agreement with the observations of the
mutant screening shown above (Figure 5). The additional coexpres-
sion of cytochrome bs slightly increased premedrol formation by
further 13%, summing up to 41% compared with WT CYP21A2
without cytochrome bs under batch-cultivation conditions. To
investigate whether a possible substrate inhibition could be a
bottleneck of the process encountered with high initial substrate
concentrations, we changed the protocol from batch- into fed-batch
cultivation. To this end, we applied 1.2 mM of the steroidal substrate
medrane together with 2% glycerol in four consecutive feeding steps,
every 2 hr (Figure 6, dark columns). Indeed, the successive addition of
the substrates, medrane and glycerol, had an increasing effect on
final premedrol concentrations as well as on the respective

conversion vyields. The latter was enhanced by a maximum of 16%
(WT CYP21A2 with coexpressed cytochrome bs) when using fed-
batch cultivation in comparison to the batch method.

The fed-batch method led to substantially higher product
concentrations for both, the CYP21A2 WT and M210 mutant
showing an enhancement by 46% and 43%, respectively, compared
with respective premedrol concentrations resulted from batch
cultivation (Figure 6, bright columns). This resulted in concentrations
of 472 £34 (WT) and 578 £59 mg-L"%.d™* (M210V) (Figure &, dark
columns). The enhancing effect of the amino acid replacement
M210V in CYP21A2 is reflected by an improvement of 22% in
premedrol productivity in fed-batch cultivation, compared with the
WT CYP21A2. This improvement corresponds to a final product
concentration of 578 + 59 mg:L™*-d"%. However, the enhancing effect
of the mutation M210V limited to 4%
(691+ 104 mg-L™"-d™ "), when cytochrome bs is coexpressed com-
pared with WT CYP21A2 coexpressed with cytochrome bs
(664 + 35 mg-L"%-d™Y). The premedrol production is leveled off at
691+ 104 mg-L™1-d"*. This indicates that there are still other aspects,
limiting the process such as restricted substrate uptake or product

seemed to be

release. Cultures coexpressing cytochrome bs show highest diver-
gence between batch- and fed-batch induced premedrol productivity
which correspond to an increase by 79% and 51% of the WT and
M210V variant, respectively, compared with the respective batch
induced premedrol productivity. The improved method led to final
space-time yields of 665 + 35 and 691 £ 104 mg-L *-d"?, respectively.
In fed-batch cultivation the coexpression of cytochrome bs results in
an elevation of final premedrol concentrations by 40% when WT
CYP21A2 is used and by 19% when mutant M210V is applied
(compared with the respective fed-batch cultivation values without
cytochrome bs coexpression). The latter reflects the maximum
productivity and conversion vyield obtained here by the optimized
process.

Taken together, we showed that by successive substrate feeding
we reduced inhibition encountered with high initial substrate
concentrations. This effect was also observed under conditions,
where the conversion yield decreases asymptotically with increasing
substrate concentrations indicating a substrate-mediated inhibition
of CYP21A2 (Figure 52). Lin et al. showed the same phenomenon for
several P450 isoforms, and, thus, proposed a two-site model for
P450-
catalyzed reactions. They hypothesized that the substrate has high

understanding dose-depending substrate inhibition in
affinity to the active site and lower affinity to a second binding site,
which is occupied at extensive concentrations of the substrate (Lin
et al, 2001). This model can be helpful to describe the higher
productivity by feeding experiments, where substrate concentrations
are kept low due to continuous substrate consumption. In vivo, this
mechanism could be used for a natural regulation process, since
steroid metabolism is a sensitive, fine-tuned physiological system.
Especially the activity of CYP21A2 is needed to be regulated for
example by feedback-responses, as the C21 hydroxylation results in
activation of the steroids to act as highly potent ligands of the
glucocorticoid or MR (Attardi et al.,, 2007; Boland, 1961). Further, we
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FIGURE 7 Summary of the milestones
during optimization of the presented
whole-cell system. The individual stages
are visualized in chronological order
showing their impact on premedrol
production per 24 hr

increased medrane concentration 4

medrane and glycerol feeding -

cytochrome by 4

showed that the enhancing effects of the M210V mutation and
cytochrome bs on CYP21A2 activity are recognizable more clearly
under the conditions of fed-batch cultivation. Thus, we assume that
the inhibitory effect, which is related to a high substrate concentra-
tion is a major limitation of the process. Further optimization to
exploit the complete catalytic potential could be realized by
controlled fermentation in an automated bioreactor, that allows
continuous titration of the substrate, which is ideally matched on

residual substrate concentration within the culture.

4 | CONCLUSION

We successfully optimized the CYP21A2-based whole-cell system in E.
coli. The application of a truncated CPR and coexpression of cytochrome
bs led to increased efficiency of premedrol formation putatively based on
an improved electron supply or allosteric interaction (Figure 7). The
amino acid replacement M210V located in the substrate access channel
caused a slightly increased product formation. The visibility of the
supportive optimizations was limited by single-step substrate application,
which we finally uncovered by successive substrate feeding. Applying the
enhanced fed-batch protocol together with the use of bCPR o7 and
CYP21A2 M210V as well as the coexpression of cytochrome bs enabled
us to produce up to 691 mgAL'l-d'1 premedrol within a biotechnological
E. coli based whole-cell system which is a more than a 100% improvement
compared with our previously reported system under similar conditions
(Brixius-Anderko et al, 2015). This is a big step forward towards
application of this system in an industrial process for the sustainable
production of the methylprednisolone-precursor premedrol.
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Supplementary information

Table S1: Primers used for site-directed mutagenesis in M210 of bovine CYP21A2 and cloning of
cytochrome bs. The modified triplets are depicted in bold.

F_M210V
R_M210V
F_M210G
R_M210G
F_M210A
R_M210A
F_M210F
R_M210F
F_M210l
R_M210l
F_Sall_T7*

R_T7term_Smal

CTATTCAAATTTTAGATGTGGTACCATTCTTACGTTTCTTC

GAATGGTACCACATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC

CTATTCAAATTTTAGATGGCGTACCATTCTTACGTTTCTTC

GAATGGTACGCCATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC

CTATTCAAATTTTAGATGCAGTACCATTCTTACGTTTCTTC

GAATGGTACTGCATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC

CTATTCAAATTTTAGATTTCGTACCATTCTTACGTTTCTTC

GAATGGTACGAAATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC

CTATTCAAATTTTAGATATTGTACCATTCTTACGTTTCTTC

GAATGGTACAATATCTAAAATTTGAATAGACCAGTGATC

GATCGTCGACAAATTAATACGACTCTCTATAGGGAGACC

CCCGGGTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACC

Table S2: concentration of recombinant bovine enzymes CPR.,7, cytochrome bs and CYP21A2

concentration of purified protein [uM]
bovine CPR.; 146
bovine cytochrome bs 670
bovine CYP21A2 375

49




Wissenschaftliche Publikationen

20+
e
E T
.

23 1.5 I + T
c L
[=} I
= 1
[1+3
E 1.0-
£ .
g
©
Q
E 051
g
o

0.0 H T

1:0 1:1 1:2 1:4 1:8 1:12
P450:CPR ratio

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 UM 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 ;7.
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Figure S2: Conversion efficiency of WT CYP21A2 co-expressed with cytochrome bs in dependence on
the substrate concentration. Biotransformations were performed using varying medrane
concentrations (1.2 to 8 mM) in KP; buffer supplemented with 32 ug mL? 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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Chloramphenicol acetyl transferase
Mixed-culture fermentation

Synthetic glucocorticoids are generally preferred over their natural counterparts as these compounds exhibit
improved anti-inflammatory potency and glucocorticoid receptor selectivity. However, the biotechnological
production of these molecules is often subject to limitations inferred by restricted enzyme stability, selectivity or

Cortiﬁgne e inhibition thereof. The latter is particularly important during 6a-methylprednisolone production, as the essential
E:t;ll;;llAazcery ation C21-hydroxylation of its precursor medrane appears to be hampered by product inhibition of the steroid-21-

hydroxylase (CYP21A2). To circumvent this bottleneck, we established a two-step reaction for controlled mixed-
culture fermentation, using recombinant E. coli. This process comprises the previously reported C21-hydro-
xylation of medrane by CYP21A2, followed by an instant derivatization of the hydroxylated product premedrol
by chloramphenicol acetyl transferase 1 (CAT1). The CAT1-mediated C21-acetylation prevents the product from
regaining access to the enzyme’s active site which effectively shifts the chemical equilibrium toward premedrol
formation. The successful circumvention of product inhibition at optimized conditions resulted in the formation
of more than 1,5 g of product per liter which corresponds to an increase by more than 100 %. Taken together, we
demonstrate an efficient system to enhance cytochrome P450-mediated biotransformations, holding great eco-

Whole-cell conversion

logic and economic potential to be applied in industrial processes.

1. Introduction

Steroidal compounds form the second largest group in the phar-
maceutical sector next to antibiotics (Tong and Dong, 2009). Gluco-
corticoids (GC) in particular represent the most prescribed class of anti-
inflammatory and immunosuppressive drugs (L.owenberg et al., 2008;
Luhder and Reichardt, 2009). They are frequently applied to treat
several diseases like rheumatoid arthritis (Buttgereit et al., 2004; Thiele
et al., 2005), asthma (Barnes, 1996) and inflammatory bowel diseases
(Metge et al., 2001). Compounds within the steroidal class of GC are
characterized by possessing a hydroxyl group at C21 which is, besides
the hydroxyl groups at C11 and C17, most likely responsible for phy-
siological activity due to interaction with the GC receptor (Hellal-Levy
et al., 1999; King and Mainwaring, 2014). Since these substituents are
also partially present in mineralocorticoids (MC), both of the steroid
classes show similar affinity to homologous receptor binding domains
(Fagart et al, 1998; Farman and Rafestin-Oblin, 2017). During

medication with GCs, these overlapping activator signals lead to
transactivation of the MC receptor, which is manifested in undesired
side-effects like osteoporosis and hypertension (Schicke, 2002). Thus, a
current research goal is the development of derivatives that show
higher receptor specificity. 6a-methylprednisolone, for instance, ex-
hibits increased potency and reduced side-effects compared with its
non-methylated analogue prednisolone (Gessi et al., 2010). However,
the chemical synthesis of these compounds is very complex and asso-
ciated with time-consuming multi-step reactions. They often include
tedious chemical reactions for integration of protecting groups per-
formed under harsh conditions and the requirement for toxic substances
(Frazzetto, 2003; Rabe et al., 2008). Hence, biotechnological ap-
proaches for synthetic GC production have experienced growing in-
terest and importance in pharmaceutical industry during the last few
decades. For this purpose, biological tools like immobilized enzymes or
(recombinant) microorganisms are applied which allow regio- and
stereoselective biotransformation of steroids under mild and eco-

Abbreviations: CAT1, chloramphenicol acetyl transferase; E. coli, Escherichia coli; CYP21A2, steroid-21-hydroxylase; GC, glucocorticoids; MC, mineralocorticoids;

acetyl CoA, acetyl coenzyme A; NaOAc, sodium acetate
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friendly conditions with regard to pH, temperature and resources
(Bernhardt and Urlacher, 2014; Urlacher and Girhard, 2012). However,
during the application of these strategies, some limitations often be-
come apparent, such as a weak production or solubility of recombinant
enzymes and limitations in substrate solubility. The latter often im-
pedes substrate access to the active enzymes, whereas the enhancement
of enzyme production requires optimization of cultivation and expres-
sion conditions tailored to the respective enzyme (Konig et al., 2019;
Martinez and Rupashinghe, 2013). In addition, the accumulation of
reaction products in the culture medium can reduce enzyme activity,
also known as product inhibition (Kiss et al., 2015; Lundemo and
Woodley, 2015). Existing methods to circumvent product inhibition are
in situ product removal (ISPR) (Martinez and Rupashinghe, 2013) or
product derivatization preventing further interaction with the enzy-
matic active site (Chacon et al., 2019). Product derivatization in par-
ticular can be achieved by the presence of an additional enzyme, cap-
able to selectively modify the product such as the acetylation of
hydroxyl groups by several microorganisms (Chacon et al., 2019; Liu
et al., 2016). Recently, another promising whole-cell system for steroid
acetylation has been established in E. coli producing chloramphenicol
acetyl transferase (CAT1), which is commonly used for mediating
bacterial antibiotic resistance. CAT1 acts as a carrier enzyme transfer-
ring an acetyl group from acetyl CoA to the hydroxyl group of the ac-
ceptor molecule and esterification thereof. Interestingly, Mosa et al.
have shown that besides chloramphenicol, a wide range of glucocorti-
coids serve as substrate for the regioselective acetylation of their C21-
hydroxyl group (Mosa et al., 2015). This encouraged us to employ CAT1
as an effective tool aimed for enhancing steroid-producing biosystems
as it could help to circumvent product-mediated enzyme inhibition.
Furthermore, the modified product hydrophobicity can allow easy
compound removal from the culture, whereas the isolated product can
undergo a subsequent hydrolysis for premedrol regeneration or may
serve as precursor for the production of prodrugs such as methyl-
prednisolone acetate (Fokina et al., 2003; Fokina and Donova, 2003). In
this work, we demonstrate CAT1 versatility by application in a bio-
technological production process yielding the pharmaceutically re-
levant compound 6a-methylprednisolone. The C21-hydroxylation of its
precursor medrane is known to be the major bottleneck of the whole
process which appears to be limited to 691 mgL ™" product yield in a
fermentation process under laboratory conditions (Brixius-Anderko
etal., 2015; Konig et al., 2020). Thus, we generated a multi-step process
allowing hydroxylation of medrane and the instant derivatization of the
hydroxylated product premedrol. The latter reaction is aimed to affect
flux balance by counteracting product inhibition of the steroid-21-hy-
droxylase (CYP21A2) leading to improved productivity toward C21-
hydroxylation. For this, we generated a highly active cell suspension
which serves as an effective tool for enhancing steroid-producing sys-
tems while using simple and inexpensive equipment.

Journal of Biotechnology 314-315 (2020) 14-24

2. Materials and methods
2.1. Chemicals, kits and enzymes

Cortisone for CAT1-dependent whole-cell conversions and cortisone
acetate as standard are obtained from TCI Deutschland GmbH
(Eschborn, Germany). Premedrol and medrane for CYP21A2-dependent
whole-cell biotransformations were obtained from Sanofi, Frankfurt-
Hochst (DE). Restriction enzymes were obtained from New England
Biolabs (Ipswich, MA, USA) and Fast-Link™ Ligase was purchased from
Lucigen Corporation. PCRs and site-directed mutagenesis were per-
formed with Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase and dNTP’s, both
obtained from New England Biolabs (Ipswich, MA, USA). Further che-
micals and reagents were purchased from standard resources.

2.2. Bacterial strains and cultivation

Cloning experiments were conducted using E. coli Top10F‘(F-mcrA
A (mrr-hsdRMS-mcrBC) f80lacZDM15 DlacX74 deoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG). For experiments
including gene expression and whole-cell conversions, E. coli
BL21(DE3) (for catl expression) or C43(DE3) (Miroux and Walker,
1996) (for bCYP21A2, bCPR 7, cytochrome bs, GroEL and GroES pro-
duction) were used. The cultivation of the precultures took place in
Luria-Bertani broth (BD, Heidelberg, DE). The main cultures were in-
cubated in terrific broth complex medium (TB) or modified auto-
induction mineral medium (M9CAauto medium) previously described
by Ringle et al. (Ringle et al,, 2013), Here, the glycerol portion was
replaced by solution 5052 (Studier, 2005) with final concentrations of
0.5 % (v/v) glycerol, 0.05 % (w/v) glucose and 0.2 % (w/v) a-p-lactose.
For rhamnose-mediated induction the a-p-lactose portion was sub-
stituted by rhamnose at various concentrations ranging from 0.02 to 0.2
%. Transformed cells were stored as glycerol stock with a 1:1 mixture of
an overnight culture and glycerol (87 %) at —80 °C.

2.3. Vector construction

The construction of the used vectors 3-10 (Table 1) was performed
by QuikChange mutagenesis using the listed primers 1-12 (Table S1).
Construction of pET22b_PrhaB_CAT1 was performed by amplification of
the rhaB promoter adding the restriction sites BglIl and Xbal via PCR
using the template pRham™ vector and primers 13 and 14 (Table S1).
The digested amplicon and the vector pET22b_T7_CAT1 were ligated
and transformed into E. coli BL21(DE3).

2.4. Protein production and purification

Bovine CYP21A2 as well as chloramphenicol acetyltransferase I
(CAT1: EC 2.3.1.28) were synthesized and purified as previously

Table 1
Plasmids and designation of recombinant E. coli strains used for protein expression and whole-cell biocatalysis.
# Plasmid E. coli strain Designation of recombinant E. coli strain Reference Plasmid
1 pTG10_CAT1 BL21(DE3) B_pTG10_CAT1 Mosa et al. (2015)
2 pET22b_T7_CAT1 BL21(DE3) B_T7 This study
3 pET22b_C4_CAT1 BL21(DE3) B_C4 This study
4 pET22b_C15_CAT1 BL21(DE3) B.C15 This study
5 pET22b_C15_0_CAT1 BL21(DE3) BC150 This study
6 pET22b_PCAT_CAT1 BL21(DE3) B_CAT This study
7 pET22b_P3 CAT1 BL21(DE3) BP3 This study
8 pET22b_P8_CAT1 BL21(DE3) B_P8 This study
9 pET22b_P13 CAT1 BL21(DE3) B P13 This study
10 pET22b_PrhaB_CAT1 BL21(DE3) B_PrhaB This study
11 pRham ™ vector Lucigen Corporation (Middleton, USA)
12 PR_ACS + PET22b_C4 CAT1 BL21(DE3) B_C4_ACS This study
13 p21b bRED(-27) + pREP4_ GroESL cytb5 C43(DE3) C_CYP21 b5 Kénig et al. (2020)
15
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described (Brixius-Anderko et al., 2015; Mosa et al., 2015).
2.5. CATI1 activity assay

CAT1 activity assays were carried out in a final volume of 250 mL
with 100 mM Tris-HCl buffer (pH 7.8) containing 4 pM CAT1, 200 uM
acetyl-CoA and 200 pM steroidal substrate. The reaction was incubated
at 37 °C for 1 h and quenched with chloroform. Steroids were extracted
twice with chloroform, dried and stored at —20 °C for HPLC analysis.

2.6. CAT1 expression and whole-cell steroid conversion

For whole-cell conversions, E. coli BL21(DE3) cells were trans-
formed with the vector pET22b_T7_CAT1 (or derivative, listed in
Table 1), carrying the gene for chloramphenicol acetyltransferase I
from E. coli. For the seed culture, 10 mL LB medium, supplemented with
100 pg mL~" ampicillin for selection, was inoculated with transformed
cells from a glycerol stock and grown overnight at 37 °C and 150 rpm.
The main culture contained 50 mL M9CAauto medium, supplemented
with 100 pg mL ™! ampicillin, inoculated with 1:100 (v/v) of the seed
culture and grown at 37 °C and 150 rpm for 24 h in 300 mL baffled
Erlenmeyer flasks. Gene expression was performed by autoinduction.
After the expression period, cells were harvested, washed and sus-
pended in 100 mM KP; buffer (pH 7.4) containing 500 mM glucose.
Steroids were dissolved in DMSO and added to the cell suspension in
concentrations ranging from 600 pM to 25 mM (final concentrations of
DMSO did not exceed 10 %) and conversion took place in test tubes
containing 2 mL reaction volume. The whole-cell reaction mixture was
incubated at 37 °C for 24 h at 200 rpm. Samples for HPLC analysis were
taken at different time points, extracted twice with chloroform, dried
and stored at —20°C.

2.7. CYP21A2-dependent whole-cell biotransformation in shaking flasks

Protein production of bovine CYP21A2 and its redox partner for
whole-cell biotransformation was performed with C43(DE3) cells co-
transformed with the vector p21b_bRED(-27), carrying the coding se-
quences for a truncated and modified form of bovine CYP21A2 and a
truncated form of the NADPH-dependent cytochrome P450 reductase
(CPR), and the vector pREP4-groESL_cytb5 encoding the E. coli cha-
perones GroES/EL to ensure a proper protein folding and additionally
the gene for cytochrome bs supporting the CYP21A2 dependent reac-
tion (Cole, 1996; Konig et al., 2020). For the seed culture, 10 mL LB
medium, supplemented with 100 ug mL ™' ampicillin for pET17b_21b
selection and 50 ug mL~' kanamycin for pGro12 or pREP4 selection,
were inoculated with transformed cells from a glycerol stock and grown
overnight at 37°C and 160rpm. For the main culture, 50mL TB
medium, supplemented with 100 yg mL~" ampicillin and 50 yg mL ™"
kanamycin, were inoculated with 1/100 (v/v) of the seed culture and
grown at 37 °C and 190 rpm to an ODgqq of 0.5. At this time point, gene
expression was induced by adding 1 mM isopropyl (-p-1-thiogalacto-
pyranoside (IPTG), 1 mM §-aminolevulinic acid as heme precursor and
4mgmL~" r-arabinose for the induction of the chaperones GroES/EL
production. Protein synthesis was carried out at 30°C and 120 rpm.
After 24 h expression time, cells were harvested at 4000g for 15 min at
room temperature. The cell pellets were washed once with 50 mM po-
tassium phosphate buffer and cell wet weight (cww) was adjusted to
96 2 corw L. The whole-cell biotransformation was carried out with
resting cells in 50 mM potassium phosphate buffer (pH 7.4) supple-
mented with 2 % glycerol and 32.5-150 ug mL~! polymyxin B. The
reaction volume was 10 mL in 50 mL baffled Erlenmeyer flasks. The
steroid substrate was dissolved in DMSO and added at concentrations
ranging from 1.2 mM to 4.8 mM. The whole-cell reaction mixture was
incubated at 30 °C for 24 h at 120 rpm. Samples for HPLC analysis were
taken at different time points, extracted twice with chloroform, dried
and stored at —20°C.
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2.8. CYP21A2 and CATI-dependent whole-cell biotransformation of
medrane using mixed cultures

For biotransformation with mixed cultures, B_.C4 cells, and
C_CYP21 b5 cells (Table 1) were cultivated and protein synthesis was
carried out according to the respective protocol described above. For
biotransformation, the cell mass of CYP21A2- and CAT1-producing cells
was adjusted and united after washing to varying cell densities. Whole-
cell conversion in 50 mL shaking flasks was carried out as described
above. Substrate and glycerol feeding were carried out by increasing
the substrate concentration in 1.2mM steps after 2, 4, and 6h and
addition of 2 % glycerol per step. As control the CYP21A2-producing
cells (C_CYP21_b5) were cultivated separately using the respective cell
density. To test different concentrations of the carbohydrate source as
impact on premedrol formation, either glycerol or glucose was used.

2.9. Reversed phase HPLC analysis (RP-HPLC)

Steroid analysis was carried out by RP-HPLC using a Jasco reversed
phase HPLC system of the LC900 series and a 4.6 mm X 125mm
NucleoDur C18 Isis Reversed Phase column (Macherey-Nagel). In vivo
biotransformations of cortisone to cortisone acetate the samples were
measured within 30 min at 240 nm and a flow rate of 0.8 mL/min with
the gradient: 80 % solvent A (10 % acetonitrile in water) for 13 min, 60
% solvent A for 7 min, 80 % solvent B (100 % acetonitrile) for 2 min and
80 % solvent A for 8 min. The reconstituted in vitro assays were ana-
lyzed at 240 nm within 15 min at 40 °C and a flow rate of 0.8 mL/min
with the gradient: 100 % solvent A (50 % acetonitrile in water) for
8 min, 90 % solvent B (100 % acetonitrile) for 2 min and 100 % solvent
A for 5 min. For analysis of medrane, premedrol and premedrol acetate,
the samples were measured within 30 min at 240 nm and a flow rate of
0.8 mL/min with the gradient: 80 % solvent A (10 % acetonitrile in
water) for 13 min, 60 % solvent A for 7 min, 80 % solvent B (100 %
acetonitrile) for 2min and 80 % solvent A for 8 min. The collected
fractions were evaporated to dryness and analyzed by mass spectro-
metry (MS) using a QTRAP® 5500 LC-MS/MS System via Electrospray
ionization (ESI).

3. Results and discussion

The C21 hydroxylation of medrane yielding premedrol is a de-
manding step in the biotechnological production of the pharmaceuti-
cally relevant compound 6a-methylprednisolone. To date, maximum
yields of 691 mg L~ ' of premedrol were obtained by a biotechnological
process at laboratory-scale established and optimized in our lab
(Brixius-Anderko et al., 2015; Konig et al., 2020). However, we found
that product inhibition takes place being the major bottleneck of the
process (Fig. S1). In order to elevate the production efficiency, we
sought to integrate an additional modification step of the arising pro-
duct premedrol, preventing further interaction with the CYP21A2 ac-
tive site and this way shifting the chemical equilibrium in favor of
hydroxylation. To realize such derivatization, we investigated the use of
chloramphenicol acetyl transferase 1 (CAT1), which was already suc-
cessfully applied in our lab showing C21 acetylation of diverse gluco-
corticoids (Mosa et al., 2015). Although premedrol has never been re-
ported before to serve as CAT1 substrate, the structural similarity of the
molecule to the used 21-hydroxylated glucocorticoids indicated that
this compound is also a candidate for conversion by the CAT1 protein.
After confirmation of this assumption (data not shown), we sought to
establish a biotechnological multi-step process realized by step-wise
hydroxylation and esterification of the C21-hydroxyl group of medrane.
While the CYP21A2-producing system already has been optimized
previously in our lab (Kénig et al., 2020), we aimed to further increase
the production by premedrol derivatization. Since the starting CAT1-
producing system did not show sufficient steroid acetylation efficiency
(Mosa et al., 2015) we sought to optimize the system individually. Due
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MIXED-CULTURE FERMENTATION

CYP21A2 producing cells
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Medrane Medrane

Premedrol

CAT1 producing cells

Premedrol Premedrol acetate

Fig. 1. Schematic overview of CYP21A2-mediated medrane hydroxylation by CYP21A2-producing cells (red) and subsequent 21-acetylation of premedrol by CAT1-
producing cells (blue). Both cells are present in the same reaction medium (yellow). Medrane is added to the medium and the CYP21A2-producing cells take up the
substrate. CYP21A2 catalyzes medrane hydroxylation in position C21 resulting in premedrol. The compound is released to the medium and subsequently taken up by
CAT1-producing cells. CAT1 enables efficient acetylation of premedrol. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to

the web version of this article.)

to varying cultivation requirements, we implemented the two-step re-
action by using two separate expression systems (Fig. 1). We improved
the CAT1-mediated system by enhancing protein synthesis and en-
gineered the metabolism of E. coli forcing the production of higher
concentrations of the relevant co-factor acetyl CoA. The optimized
whole-cell catalysts were combined after individual protein synthesis
for the mixed-culture fermentation process converting medrane to
premedrol acetate via premedrol.

3.1. Premedrol is a substrate for CAT1-mediated 21-acetylation under in
vitro conditions

Our group has previously shown that CAT1 performs a highly se-
lective acetylation of 21-hydroxylated steroids, the first reported 21-
acetylation with an isolated enzyme (Mosa et al., 2015). So far, six
steroidal substrates, 11-deoxycorticosterone, cortisol, 11-deoxycortisol,
aldosterone, corticosterone and prednisolone, appeared to be deriva-
tized by CAT1. In contrast to these substances, premedrol, a product
derived from CYP21A2-mediated medrane conversion, possesses an
additional methyl group at carbon atom 6. Therefore, it first had to be
ensured that premedrol is converted by CAT1 despite the additional
functional group, which could lead to steric interference. We carried
out in vitro assays with purified CAT1 and premedrol as a substrate. As a
negative control we also tested the CYP21A2 substrate medrane. As
expected, medrane did not serve as a substrate for CAT1 due to the
absence of a hydroxyl group at C21 (Fig. 2A), exclusively showing the
substrate peak at a retention time of 16 min. By contrast, premedrol
conversion showed, next to the substrate peak (11.8 min), an additional
product peak (17.8 min). The late elution from the column indicated
that the product is more hydrophobic than the substrate (Fig. 2B). The
presence of the additional acetyl group was confirmed via LC-MS
analysis (Fig. 52). Mosa et al. characterized the converted glucocorti-
coids to be acetylated exclusively at C21, which is due to favorable
steric and acidic properties of the C21 hydroxyl group (Mosa et al.,
2015). Hence, in our case the product is likely to be the C21-acetylated
derivative, premedrol-21-acetate. This finding indicates that premedrol
derived from CYP21A2-mediated biotransformation of medrane serves
as a substrate for CAT1.

3.2. Optimization of the CAT1-producing whole-cell system

3.2.1. Application of a model substrate for the optimization of the CATI-
producing whole-cell system

Since we found that performing both reactions, steroid hydroxyla-
tion by CYP21A2 and acetylation by CAT1 within one cell is insufficient
for high product formation, we divided the process into a hydroxylating
and acetylating step, performed in separate cells. To this end, we used a
whole-cell system producing CYP21A2, CPR, cytochrome bs and the
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Fig. 2. Reconstituted in vitro assays with purified CAT1. In vitro assays were
carried out with 4 yM purified CAT1 and 200 pM steroidal substrate, The re-
action was conducted for 1h at 37°C, extracted twice with chloroform and
analyzed via HPLC. A: Medrane was not converted by CAT1. B: Premedrol
conversion resulted in a more hydrophobic acetylated product, premedrol-21-
acetate.

chaperonins GroES and GroEL and a CAT1-producing system. Both
systems were combined after expression. The CYP21A2-producing
system has already been optimized in our lab (Konig et al., 2020), thus,
we focused on the subsequent reaction step. Since the C21-acetylation
of steroids did not yield sufficient product (Mosa et al., 2015), we
sought to optimize the corresponding whole-cell system in E. coli by
increasing the expression level of CAT1 (Mosa et al,, 2015), To obtain
this, the process parameters, e.g. E. coli expression strain or promoter
sequence, were optimized. The vector pET22b_CAT1 was used for
conducting the experiments (Table 1), However, when using premedrol
as substrate for the following in vivo whole-cell acetylation, a substrate-
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Fig. 3. Vector map of pET22b T7_CAT1 for catl gene expression. Restriction
sites are depicted in bold. The CAT1 related sequence section is depicted in
green, the promoter section in yellow and lac operator section is pictured in
orange. Abbreviations: RBS (ribosomal binding site), AmpR (ampicillin re-
sistance gene). (For interpretation of the references to colour in this figure le-
gend, the reader is referred to the web version of this article.)

related inhibition of the reaction applying concentrations above 2 mM
was observed (data not shown).

By contrast, converting premedrol within the envisaged bio-
technological multi-stage synthesis is unproblematic, due to the con-
sistent and continuous delivery by CYP21A2, which prevents the oc-
currence of high amounts of the compound. However, to optimize the
CAT1 whole-cell system we had to switch to alternative substrates that
do not show the phenomenon of substrate inhibition in the relevant
concentration range. In addition to cortisol, we found that cortisone
serves as suitable model substrate to conduct CAT1 optimization ex-
periments and to visualize efficiency enhancements (Fig. $3). In pre-
liminary tests, we investigated the impact of different E. coli strains on
CAT1 activity and found the strain BL21(DE3) to be most suitable for
utilization in the whole-cell system (data not shown). By using the
vector pET22b_T7 CAT1 (Fig. 3) for expression we obtained
3.61 = 0.05g L™ of cortisone acetate after conversion within 24 h
which served as starting vector of our optimization experiments. The
product concentration is 13-fold higher than that obtained by the
conversion of cortisol to cortisol acetate (Mosa et al., 2015) (Fig. S4).
This is putatively due to the expression system used here, containing an
alternative plasmid backbone and promoter (Py7). Furthermore, the
selection of the E. coli strain BL21(DE3) instead of JM109(DE3) puta-
tively led to enhanced expression and performance.

3.2.2. Influence of the promoter on CATI1 production and whole-cell
biotransformation

In the next step we aimed to optimize CAT1 synthesis, potentially
resulting in higher concentrations of acetylated product. To study the
impact of changes in the expression level and expression velocity of catl
on the acetylation of the model substrate cortisone, a promoter library
comprising weaker and stronger promoters compared with the T7
promoter was generated and applied in conversion studies. Two T7
promoter derivatives (Pcq and Pg;s; Table 2) were produced by

Table 2
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QuikChange mutagenesis starting from pET22b T7 CAT1 (Fig. 3),
which should lead to increased gene expression compared with Pp»
based on previous literature data (Jones et al., 2015; Paul et al., 2013).
As the promoter sequence of P¢;5 exhibits a point mutation within the
lac operator, we generated an additional derivative of this promoter
with the parental lac operator sequence (P¢;5 o; Table 2). Moreover, we
tested a rhamnose-inducible promoter P..p which was aimed to
achieve higher expression levels compared with the T7 promoter
(Kuipers et al., 2017). For this, we replaced lactose by rhamnose within
the autoinduction medium with an optimal concentration of 0.2 %
(Wagner et al, 2008). In addition, we generated further
PET22b_T7_CAT1 derivatives by replacing the T7 promoter with the
sequences of three constitutive promoters with varying induction
strengths. These promoters have been described by Mutalik et al.
(2013) as weak (P3), medium (Pg) and strong (P,3) constitutive pro-
motors regarding RFP and GFP (Mutalik et al., 2013) (Table 3). Finally,
we inserted the original constitutive promotor of CAT1 (P, Table 3)
which was used in previous studies for CAT1 production and appeared
to be a weaker promoter compared with the T7 inducible system (Mosa
et al., 2015). The weaker promoters could promote slower and this way
more stable production of proteins by avoiding possible misfolding.
After generation of the corresponding pET22b derivatives (Table 1), we
transformed the vectors into E. coli BL21 (DE3) and performed catl
gene expression.

Subsequently, we tested the different constructs in E. coli whole-cell
systems in terms of cortisone acetylation (Fig. 4). The whole-cell con-
versions using the recombinant strain B_T7 led to cortisone acetate
concentrations of 3.61 * 0.05g L~ 1. Replacing the T7 promoter by the
constitutive promoters Ps, Pg, P13 and Pcar led to significantly lower
product concentrations (compared with B_T7). The strains containing
the promoters Ps, Py and P;3 based on Mutalik et al. (2013) did not
exceed product concentrations above 0.37 + 0.03 gL, as produced by
B_P3. Using the natural CAT1 promoter, Pcat, we observed a cortisone
acetate concentration of 1.13 + 0.2g L™, corresponding to 31.3 % of
B_T7 activity. Furthermore, the rhamnose-inducible prometor con-
taining strain, B_PrhaB, only showed a minimal increase by 8.6 % in
cortisone acetate formation, as compared with B_T7. Modification of
the T7 promoter resulting in the strains B_C15 and B_C15_0 drastically
reduced cortisone acetate production to 0.45 = 0.02 and
0.25 = 0.01g L™ %, respectively. However, another T7 modification
according to Jones et al. (2015) (B_C4) markedly enhanced cortisone
acetate production to 6,12 + 0.22g L~ ', which represents an increase
by 70 %, as compared with B_T7.

Overall, exclusively B_C4 exceeded the efficiency of the presented
starting system (B_T7) in a significant manner. According to Jones
et al., the promoter P4 leads to higher end-point protein concentrations
and a decreased slope of expression compared with Py, (Jones et al.,
2015). We hence used the recombinant strain B_C4, as it revealed the
highest efficiency in steroid acetylation.

3.2.3. Elevating cell-internal co-factor concentrations

The production efficiency in whole-cell systems often correlates
with the presence of required co-factors. Therefore, metabolic mod-
ulation in favor of co-factor regeneration is an efficient tool to over-
come this limitation. The here presented CAT1-mediated acetylation of

T7 promoter sequence and corresponding derivatives. The modifications of the T7 promoter sequence were selected as described previously for Pc4 and Pe;s (Jones

et al., 2015; Paul et al., 2013) and highlighted in bold.

Designation Promoter sequence

Lac Operator sequence reference

Pry TAATACGACTCACTATAGG
Pois TAATACGACTCACAATCGC
Peiso TAATACGACTCACAATCGC
Pes TAATACGACTCACTATCAA

GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC
GGAGTTGTGAGCGGATAACAATTCC
GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC
GGAATTGTGAGCGGATAACAATTCC

Studier et al. (1990)
Paul et al. (2013)
this work

Jones et al. (2015)
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steroids is acetyl CoA-dependent (Fig. 5A). Hence, we sought to in-
crease the concentration of this co-factor, to further enhance the final
product titers. External addition of acetyl CoA is unfavorable, due to the
emergence of excessive costs of the fermentation process and limited/
unknown uptake-efficiency of the co-factor. Consequently, two strate-
gies to elevate internal acetyl CoA concentrations were applied: (i) the
addition of higher glucose concentrations, which is aimed to support
the intrinsic acetyl CoA production. This substrate represents the
starting compound of the glycolysis and is decomposed into acetyl CoA
(Fig. 5A). However, increasing glucose concentrations in the conversion
buffer resulted in reduced CAT1 activity in B_C4 (Fig. S5), which is
probably due to exceeding cell osmolarity leading to cell lysis and,
therefore, complete stagnation of co-factor regeneration.

As glucose putatively affects cell viability and, thus, metabolic
functionality of the cells (ii) the over-expression of a metabolic system
which enhances cell-internal carbon flux toward acetyl CoA formation
was performed. This was realized by plasmid-driven over-expression of
the acetyl CoA-synthetase (ACS: EC 6.2.1.1), which catalyzes the con-
version of acetate into acetyl-AMP followed by the formation of acetyl
CoA through coenzyme A (Fig. 5A) (Lin et al., 2006). To this end, an
expression vector containing the ACS sequence, termed pR_ACS was
constructed (Fig. S6). We co-transformed pR_ACS into BL21(DE3) to-
gether with pET22b_C4_CAT], resulting in the recombinant E. coli strain
B_C4_ACS (Table 1). In order to determine suitable induction condi-
tions, which allow optimal production of both proteins, we analyzed
the respective expression levels of ACS and CAT1 in dependence on the
recombinant strain, inducer, chronologic order of inducer addition and
rhamnose concentration (Figs. 5B and S7). It was observed that the
replacement of lactose by IPTG as inducer for catl expression caused a
massive reduction in protein production thereof, as shown for B_C4 and
B_C4_ACS. Switching the chronological order of inducers, ie., using
rhamnose as autoinduction component instead of lactose for B_C4_ACS
and delayed addition of lactose or IPTG for CAT1 production, both
massively repressed synthesis of CAT1, as compared with the control
(B_C4 induced with 0.2 % lactose). We further found decreased CAT1
levels in B_C4_ACS without rhamnose addition, compared with CAT1
concentration in B_C4 lacking ACS production and a “leaky” acs gene
expression promoted by Py, in B_.C4_ACS (Figs. 5B and §7). The ad-
dition of rhamnose at increasing concentrations also reduces CAT1
synthesis, proportionally to the increase of ACS production. It is note-
worthy that the addition of 0.02 % rhamnose already led to a reduction
of catl gene expression by about 50 % (Fig. S7). Corresponding whole-
cell conversions of the recombinant cell cultures shown in Fig. 5B ex-
hibited similar tendencies in cortisone acetate formation (Fig. 5C). We
observed the highest cortisone conversion for B_.C4, which was not
exceeded by any induction condition for B_.C4_ACS. As expected, the
acetylation efficiency reduced linearly with increasing rhamnose con-
centrations. Unfortunately, the addition of sodium acetate (NaOAc)
during cultivation could not compensate the decreased activity of the
system regarding cortisone acetylation (data not shown). Thus, the
applicability of ACS co-expression within the same bacterial cell is
significantly affected by reduced CAT1 production. Both protein-pro-
ducing processes obtain their energy from the same supply, this way
limiting each other. In general, the use of a rhamnose-inducible system
is advantageous in such cases due to its tunability in promoter strength;
however, its slightly “leaky” expression obviously limits its usability in
the system presented here (Fig. S7). Taken together, attempts to en-
gineer a better supply of acetyl CoA within the bacterial cell were un-
successful for our CAT1-producing system.
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Promoter sequence

3.3. Whole-cell biotransformation using mixed culture

3.3.1. Localization and uptake of the steroidal compounds

Up to this point, we completed the optimization of the acetylation
reaction and envisaged to apply it in a multi-stage reaction for (pre-
viously optimized) medrane hydroxylation and subsequent acetylation.

promoter sequences of the rhamnose-inducible (P,y,,5) and constitutive promoters used for CAT1 production.

Table 3
Designation
Prnap
P'i
Py
Py
PCI\T
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For this, we first had to ensure that premedrol is released by
C_CYP21_b5 cells and taken up by the B_C4 cells, enabling access to
CAT1. Although, there is a chance that medrane is also taken up by
B_C4 cells, we assume that uptake and release are in equilibrium and
the compound is not irreversibly trapped within the CAT1-producing
cells. Hence, exclusively premedrol release and uptake should be the
determining factors, which significantly affect the mixed-culture fer-
mentation. Therefore, cultures of C_CYP21 b5 were analyzed after
biotransformation regarding the localization of medrane and pre-
medrol. The steroids contained in the pellet and the supernatant frac-
tion after centrifugation were extracted and analyzed via RP-HPLC.
Medrane almost completely precipitated with the pellet (Fig. 6A), while
premedrol is predominantly released to the supernatant and, thus, is
available for downstream processing by B_C4 in the mixed culture
(Fig. 6B) which aims to eliminate premedrol-mediated inhibition of
CYP21A2 (Fig. S1).

3.3.2. Determination of cultivation conditions for efficient mixed-culture
fermentation

To investigate whether given reaction conditions of the CYP21A2-
mediated hydroxylation are compatible with the downstream acetyla-
tion reaction in B_C4, we tested 2 % glycerol as alternative carbon
source as used for the CYP21A2-mediated reaction (Fig. 7A). We ob-
served 50 % activity of premedrol acetylation compared with conver-
sions using 500 mM glucose. In addition, we tested a conversion tem-
perature of 30 °C and observed no difference in productivity compared
with 37 °C (Fig. 7B).

Our data is in line with previous observations demonstrating that
formation of the acetylated steroid appears to be strongly dependent on
the present carbon source. It has been shown that glucose as carbon
source leads to the formation of high acetyl CoA concentrations,
whereas the presence of glycerol as sole carbon source results in only 50
% of the co-factor (Vallari et al., 1987). This is in accordance with the
results shown in Fig. 7A, as the use of glycerol causes decreased
acetylated steroid. However, taking into consideration that medrane
hydroxylation via CYP21A2 is the initial step in the desired cascade
reaction, we used glycerol as carbon source, because it, crucially,
maintains an efficient NADPH regeneration (Doig et al., 2002; Walton
and Stewart, 2004). Although the use of glycerol enables only half the
activity for the CAT1 reaction compared with glucose, we still expected
an enhanced total premedrol production by the subsequent acetylation,
since the optimal CYP21A2 reaction conditions previously determined
by Kénig et al. remained unaltered (Konig et al., 2020).
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Fig. 4. Whole-cell biotransformations of 20mM cortisone
were performed with recombinant strains listed in Table 1.
After CAT1 production, the cells were adjusted to 25 g ¢y L~ .
and transferred into 100 mM KP; (pH 7.4) containing 500 mM
glucose, The yield of the product cortisone acetate per 24h
(ordinate) is shown in dependence of the utilized recombinant
strain for CAT1 production (abscissa). Samples were taken
after 24 h and analyzed via RP-HPLC. All values represent the
mean of triplicates with respective standard deviation.

c’h
Ql

3.3.3. Enhancement of premedrol production by mixed-culture fermentation

After defining the optimal conditions of the individual and mixed
bacterial cultures containing C_CYP21_b5 and B_C4 to increase medrane
hydroxylation, we analyzed the optimal ratio of the two different cell
systems for premedrol production. For this, both recombinant strains
were cultivated separately for optimal protein production and subse-
quently mixed in different ratios of cell densities (Fig. 8A). We started
the two-step synthesis by glycerol and medrane feeding according to
the optimized protocol described by Konig et al. using a reaction vo-
lume of 2mL (Konig et al., 2020). As control, we generated mono
cultures solely containing C_CYP21_b5 producing premedrol. Using a
cell density of 48 g cuw L1, the control culture (C_CYP21_b5) maxi-
mally produced 678.09 mgL ' after 120 h. Increasing the cell density
from 48 to 96 g cww L~ led to a marginally enhanced product forma-
tion of 684.32mgL "' after 120 h.

Two-step reactions using mixed cultures below 96/48g ey L1
(C_CYP21_b5/B_C4) were continuously active until 120 h and ended up
in total product concentrations comparable with the respective control
culture. Exceptionally, cultures with the ratio 96/24 exceeded pre-
medrol production by 27 % after 120h compared with the corre-
sponding control (96/0 after 120h) resulting in 869.51mgL~" of
product. Upon increasing B_C4 concentrations, a steady-state kinetics
was already observed after 48 h. Particularly, the culture termed as
“96,/48” exceeds the control level (96/0 after 48 h) by 75 % resulting in
1,173.13mg | product concentration (Fig. 8).

Since we determined the optimal cell densities to be 96 g ¢y L™ !
for CYP21A2- and 48 g ..., L™' of CAT1- producing cells, the total cell
density results in 144 g .., L' in the reaction buffer. Consequently, in
total the cultures are 50 % denser compared with mono cultures. This
causes reduced permeabilization efficiency of polymyxin B, since the
concentration of the antibiotic remained unaltered whereas the overall
concentration of cell membranes is increased. Thus, we raised poly-
myxin B concentrations within the reaction buffer to provide enhanced
permeabilization and, thus, substrate/product exchange. We compared
conversions of mixed cultures containing 50 and 150 pg/mL of poly-
myxin B and found that the triple amount of antibiotic induced an in-
crease in product formation by 20 % corresponding to a product con-
centration of 1.46g L' after 48h (Fig. 8B). After 120 h the product
concentration is even further increased resulting in 1.65g L™ ! which
corresponds to an increased production by 38 % compared with the
mixed cultures containing 50 pg/mL polymyxin B and by 100 % com-
pared with the corresponding mono culture control. It has to be men-
tioned that the observed increased premedrol formation by the mono
culture (0.80 = 0.15g L™ ') compared with productions described by
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Fig. 5. Effect of acetyl CoA synthetase (ACS) over-expression in E. coli
BL21(DE3) on heterologous CAT1 activity. E. coli B.C4_ACS was cultivated in
M9CA autoinduction medium and supplemented with varying concentrations of
rhamnose for ACS induction. B_.C4 was used as a control exclusively producing
the CAT1 protein. A: scheme of the acetyl CoA metabolism in E. coli.
Components supplemented in B_C4_ACS mediated bioconversions are depicted
in red, over-expressed proteins are displayed in green. Abbreviations: NaOAc
(sodium acetate); 21ac-steroid (steroid acetylated in C21). B: SDS gel showing
the ACS and CAT1 concentrations in dependence on rhamnose addition for ACS
induction (0 to 0.1 %). Figure S7 shows corresponding absolute pixel counts as
output from ImageJ) C: Bioconversions of cortisone to cortisone acetate using
B_C4 ACS (black columns) and B_.C4 (red columns) as a control. The re-
combinant E. coli strains were cultivated in M9CAauto medium and B_C4_ACS
producing the ACS was supplemented with 0 to 0.1 % rhamnose (black col-
umns) for ACS induction. The bioconversion was performed in 100 mM KP;
buffer (pH 7.4) containing 500 mM glucose and 20 mM cortisone, (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article.)
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Konig et al. (2020), may be due to downscaling the conversion volume,
which leads to more efficient oxygen flow rates and thus higher
CYP21A2 activity.

By establishment of the presented two-step process, we were able to
overcome product inhibition of CYP21A2 by efficient and prompt de-
rivatization of arising premedrol, which led to a considerable increase
in product formation. With the here presented procedure, premedrol
production is more cost-effective, since fewer raw materials are re-
quired within one process period. Moreover, the derivatization of pre-
medrol yields an interesting, more hydrophobic product with altered
properties to specific absorbing materials which offers the possibility
for facilitated product purification and removal. Especially the latter
could lead to even higher productivities by additionally pushing the
thermodynamic equilibrium of the CAT1-mediated reaction further
toward the product side. It can be applied as a potent instrument in
industrial processes. A subsequent hydrolysis of premedrol acetate to
premedrol, if required, is simple to perform, for example by fermenta-
tion using microorganisms producing steroid esterases or lipases
showing high enzymatic activity and stability. Such systems have al-
ready been described by others (Demchenko et al., 1979; Donova, 2007;
Fokina et al., 2003; Tiwari et al., 2007). Taken together, by establish-
ment of this mixed-culture fermentation protocol we were able to
produce 1.65g L~! premedrol and premedrol acetate within 120 h
(Fig. 9). This value is based upon a hypothetical concentration of 1.51 g
L1 premedrol after subsequent hydrolysis of premedrol acetate. The
process exceeds the required minimum concentration of 1g L™ de-
scribed for bioprocesses in the fine-chemical industry. In addition, it
appears to be productive in a competitive field compared to other P450-
based manufacturing processes for pharmaceutical products (Julsing
et al., 2008). Moreover, the calculated biocatalyst yield of 0.072g/g
cdw (yield of premedrol and premedrol acetate per g cell dry weight)
can be classified in the upper segment exceeding existing P450 whole-
cell processes with resting cells in a test tube process according to the
guidelines of Lundemo and Woodley (Lundemo and Woodley, 2015).
Thus, the obtained product concentration is in the range of highly re-
levant industrial processes and is a step toward target values of bioca-
talyst yield and product concentrations of P450 processes by using
simple and inexpensive equipment.

4. Conclusions

Taken together, in this study CAT1 production was enhanced by
application of a highly efficient expression system using a more suitable
expression strain and promoter for CAT1 synthesis in E. coli. We ex-
panded the knowledge about the substrate scope of CAT1 and elevated
acetylation efficiency toward C21 hydroxylated steroids. As a proof of
concept, we added the optimized CAT1-producing cells to a CYP21A2-
dependent premedrol yielding whole-cell system, determined the op-
timal ratio of respective cell densities and obtained more than 1g L™
of the products (Fig. 9). By increasing the concentration of polymyxin B
as membrane permeabilizer, we further elevated the production of
premedrol and were able to establish a mixed-culture fermentation
process which is capable to increase premedrol formation by more than
100 % and to surpass the threshold of 1.5g L™ '. The established pro-
cedure shows great potential for optimizing industrial processes en-
abling a more efficient production of highly relevant pharmaceuticals.
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Fig. 6. Demonstration of the functionality of mixed-culture fermentation. A: Chromatograms displaying the localization of the compounds premedrol and medrane.
Biotransformation of 1 mM medrane was performed by C_CYP21_b5. After 24 h, soluble and insoluble material was separated by centrifugation. The pellet (grey line)
and the supernatant fraction (black line) were extracted separately and analyzed via RP-HPLC. B: Chromatograms showing the whole-cell conversion of 1 mM
premedrol by B_C4 cells, producing CAT1, after 0 (grey line) and 5 h (black line). The substrate premedrol is able to pass the cell membrane of B_C4 to get access to
CAT1, which catalyzes its conversion into premedrol acetate. Products were analyzed by extraction of the cell suspension and measurements via RP-HPLC.

Fig. 7. Premedrol acetylation via CAT1 in dependence on
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conversion conditions. B_C4 cells were incubated in
— — M9CAauto medium for CAT1 synthesis. After the expression
-~ 400 4 + -~ 400 4 1 . for 24 h, cells were harvested and resting cells were suspended
E’ E’ I in KP; buffer (pH 7.4). The biotransformation was initiated by
;‘ ;' adding 1.2 mM premedrol. Samples were taken after 24 h and
E 300 - E 300 - analyzed via RP-HPLC. The values correspond to the mean of
8 o three conversion reactions. Error bars indicate the standard
c_‘: _ b deviation. A: The KP; buffer contains either 500 mM glucose or
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Fig. 8. Premedrol production and subsequent acetylation by mixed-culture fermentation. C_CYP21_b5 and B_C4 cells were incubated simultaneously under respective
cultivation conditions (see materials and methods). Subsequent biotransformation of medrane was performed by uniting both cultures in 2 mL reaction volume and
cumulative addition of medrane and glycerol. A: Production of premedrol and premedrol acetate dependent on the respective final cell densities of C_CYP21 b5 /
B_C4 used for (mixed) culture fermentation. The product formation was analyzed via RP-HPLC at 24, 48 and 120 h of incubation (corresponding to the column-triplet
of each cell density ratio), B: Production of premedrol and premedrol acetate dependent on Polymyxin B concentration. Samples were taken after 48 h and 120 h
using cell densities of 96 g L.~ of C_CYP21_b5 and 48 g I.™" of B_C4 compared with mono cultivation of 96 g L.~ C_CYP21_b5, Each value represents the mean of five
conversion experiments. The error bars indicate the respective standard deviation. Polymyxin B is abbreviated as PB.
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Fig. 9. Summary of the milestones during optimization of the premedrol production process. The individual stages are visualized in chronological order showing

their impact on premedrol (including premedrol acetate) production.
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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 ACAATTCCGCGATTGTGAGTCGTATTAATTTCGCG
rev
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 KP; buffer supplemented with 32 pg mL™? 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 pug/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' and transfered into KP; (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 KP;,
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 Imagel) 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

70



Wissenschaftliche Publikationen

2.4 Putkaradze et al. (2020)

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

Natalia Putkaradze, Lisa Konig, 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.

71



Wissenschaftliche Publikationen

Biochemical and Biophysical Research Communications 524 (2020) 295-300

Contents lists available at ScienceDirect

Biochemical and Biophysical Research Communications

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ybbrc

Highly regio- and stereoselective hydroxylation of vitamin D2 by )
CYP109E1 e

Natalia Putkaradze ¢, Lisa Konig ¢, Lars Kattner °, Michael C. Hutter ¢, Rita Bernhardt *"

% Institute of Biochemistry, Saarland University, D-66123, Saarbruecken, Germany
b Endotherm Life Science Molecules, D-66123, Saarbruecken, Germany
© Center for Bioinformatics, Saarland University, D-66123, Saarbruecken, Germany

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 22 December 2019
Accepted 15 January 2020
Available online 25 January 2020

Vitamin D2 is a form of vitamin D derived from mushrooms and plants which is structurally modified in
the body due to the action of several enzymes. The resulting metabolites represent important com-
pounds with potential bioactive properties. However, they are poorly studied and their availability is
mostly limited. In order to identify new enzymes capable of producing vitamin D2 metabolites, we
investigated a bacterial P450 monooxygenase, CYP109E1, which was previously shown to be a vitamin

Keywords: D3 hydroxylase, It was found that CYP109E1 catalyzes a vitamin D2 two-step hydroxylation at positions
gt[j’lcohgmme P450 €24 and €25 resulting in the generation of 24(R),25-diOH VD2, Interestingly, the enzyme showed high
Vitamin D selectivity towards vitamin D2, whereas it showed an unselective product pattern for the structurally
Hydroxylase similar vitamin D3. Our docking results for vitamin D2 and D3 revealed favorable hydroxylation positions

for both substrates and suggested an explanation for the high selectivity of CYP109E1 towards vitamin
D2. In addition, we established a whole-cell biocatalyst expressing CYP109E1 in Bacillus megaterium to
produce 24(R),25-diOH VD2 and a production yield of 12.3 + 1.2 mg/L was obtained after 48 h. To the best
of our knowledge, this is the first report on the generation of 24(R),25-diOH VD2 by a microbial bio-
catalyst allowing a low-cost and eco-friendly production of this pharmaceutically interesting and
expensive metabolite from the relatively cheap substrate, VD2.

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.

24,25-diOH vD2

1. Introduction availability of these compounds. Due to a very high clinical

importance of VD metabolites, many previous studies aimed to

The term vitamin D (VD) refers to two structurally and func-
tionally related secosteroids, vitamin D2 (VD2, ergocalciferol) and
D3 (VD3, cholecalciferol). VD2 is a derivative of ergosterol in fungi
and yeast whereas VD3 is photosynthesized from 7-
dehydrocholesterol in the skin due to the action of solar ultravio-
let B radiation [1]. Both forms are hormone precursors lacking
biological activity on their own. They are activated and further
modified by cytochrome P450 monooxygenases (P450s) [2,3]. The
most potent form of VD, 1,25-diOH VD3, is known to be crucial for
maintaining calcium homeostasis in the body but can also regulate
cell proliferation and differentiation [2]. Apart from this, a high
number of VD metabolites have been isolated. However, their
physiological functions are mostly unknown due to poor

* Corresponding author. Institute of Biochemistry, Saarland University, Campus, B
2.2, D-66123, Saarbruecken, Germany.
E-mail address: ritabern@mx.uni-saarland.de (R. Bernhardt).

https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2020.01.091
0006-291X/@ 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
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chemically synthesize these compounds for functional studies as
well as to characterize the enzymes involved in VD metabolism in
humans (reviewed by Sakaki et al. [2] and Kattner and Volmer [4]).
It is known that several membrane-bound P450 isoforms (CYP2R1,
CYP27A1, CYP27B1, and CYP24A1) contribute to VD metabolism
carrying out the crucial oxidation steps, including 25-, 24- and 1-
hydroxylations [3]. Moreover, a few P450s from bacterial origin
have been identified to be capable of metabolizing VD and its de-
rivatives such as CYP105A1 from Streptomyces griseolus, CYP107
from Pseudonocardia autotrophica and CYP109E1 from Bacillus
megaterium [5—7]. These microbial enzymes are particularly
interesting as biocatalysts since they enable the production of VD
metabolites in an easy and environment-friendly manner, in
contrast to classical chemical synthesis. So far these bacterial P450
systems have been mostly investigated for their activity towards
VD3 and there is only very little known about VD2 metabolizing
P450s. Although VD2 is considered to be less potent than VD3, it is
metabolized in the human body and shows significant effects on
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the overall VD status in mammals when taken via certain food and
food supplements [3—11]. Consequently, physiological VD2 me-
tabolites are important compounds for further functional studies
although such studies are scarce due to the lack of efficient pro-
duction systems for these metabolites,

In this study, we aimed to investigate the activity of the bacterial
P450, CYP109ET1, towards VD2 in order to explore a new biocatalyst
capable of producing VD2 metabolites. CYP109E1 has been exten-
sively studied by our group and was identified as versatile mono-
oxygenase acting on chemically different compounds, among
others on cholesterol and VD3 [7,12,13]. The wild-type CYP109E1
showed, however, an unselective product pattern for VD3 hy-
droxylation [7]. Owing to the fact that VD2 differs from VD3
exclusively at the hydrocarbon side chain, we supposed that pro-
nounced differences might occur in the metabolism of VD2 in
comparison to VD3 and examined the activity of CYP109E1 for VD2
hydroxylation. Our experiments revealed that CYP109E1 acts as a
highly regio- and stereoselective VD2 hydroxylase and is able to
synthesize one of the physiological VD2 metabolites, 24(R),25-diOH
VD2, via two-step hydroxylation. A CYP109E1 expressing system in
B. megaterium was established that was able to produce 24(R),25-
diOH VD2 in an inexpensive and sustainable way.

2. Materials and methods
2.1. Strains and chemicals

For purification, CYP109E1 was expressed in Escherichia coli C43
(DE3) cells (Lucigen, Middleton, WI, USA) harboring the plasmid
pET17b.CYP109E1 [7]. E. coli strains JM109 and BL21 were used for
the expression of bovine redox proteins. Whole-cell conversions of
VD2 were performed using B. megaterium MS941 strain harboring
the plasmid pSMF2.1.CYP109E1. VD2, 25-OH VD2, 24(R),25-diOH
VD2, 24(S5)25-diOH VD2 were provided by Endotherm (Saar-
bruecken, Germany). All other reagents and chemicals were from
standard sources and of highest purity available.

2.2. Protein expression and purification

The heterologous expression and purification of CYP109E1 was
performed as described previously [12]. The bovine adrenodoxin
reductase (AdR) and the truncated bovine adrenodoxin (Adx4—10s)
were expressed and purified as reported by Sagara et al. [14] and
Uhlmann et al. [15].

2.3. In vitro conversion

The in vitro turnover of VD2 was performed with a reconstituted
system, containing CYP109E1 (1 uM), bovine AdR and Adx4.10g in a
molar ratio of 1:2:20. For the continuous electron supply, a NADPH
regeneration system was used consisting of 1 U glucose-6-
phosphate-dehydrogenase, 5 mM glucose-6-phosphate and 1 mM
MgCls. Either VD2, dissolved in 45% 2-hydroxypropyl-p-cyclodex-
trinfwater or 25-OH VD2, dissolved in ethanol, were added to the
reaction mixture with a final concentration of 80 uM. The reactions
were carried out in 250 plL total reaction volume with 50 mM po-
tassium phosphate buffer (with 10% glycerol, pH 7.4) at 30 °C and
750 rpm. The reactions were quenched after 6 and 90 min and
extracted with ethyl acetate.

2.4, Whole-cell conversion
B. megaterium cells were grown over night at 37 °C in 30 mL LB

medium supplemented with 10 pg/mL tetracycline. The main cul-
tures were prepared by inoculating of 50 mL of an enriched

medium (24 g/L yeast extract, 12 g/L soytone, 0.5% glycerol (v/v),
12.5 g/L KoHPO4, 2.3 g/L KH2POy4, 10 ug/mL tetracycline) with 1% of
the overnight culture (v/v) and were grown under shaking
(160 rpm) at 37 °C until the OD57gnm of 0.5 was reached. Then, the
expression of CYP109E1 was induced by addition of 5 g/L xylose and
the culture was further incubated at 30 °C and 150 rpm. After 22 h
of incubation, the cells were harvested by centrifugation at 4500 x g
for 15 min followed by a washing step with 50 mM potassium
phosphate buffer (pH 7.4) containing 2% glycerol (v/v). Whole-cell
conversion of 160 uM VD2 (dissolved in 45% 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrin and 4% Quillaja saponin solution) was carried out in a
25 mL reaction volume (90 + 10 g wet cells in 1 L potassium
phosphate buffer) in a rotary shaker at 30 °C and 150 rpm. Samples
were taken at different time points, extracted with a triple volume
of ethyl acetate, dried under vacuum and stored at — 20 °C until
HPLC analysis. For the production of the final product in mg
quantities for NMR analysis, the culture volume was upscaled to 1L
and extracted with ethyl acetate.

2.5. RP-HPLC analysis

For the reversed-phase high-performance liquid chromatog-
raphy (HPLC) analysis the samples were dissolved in 200 pL
acetonitrile. The measurements were carried out on a Jasco system
(Pu-980 HPLC pump, AS-950 sampler, UV-975 UV/Vis detector, LG-
980-02 gradient unit (Gross-Umstadt, Germany)) equipped with an
EC 125/4 NUCLEODUR 100-5 C18 column from Macherey Nagel
(Dueren, Germany). The column temperature was adjusted to 40 °C
and the flow rate was set at 1 mL/min. A linear gradient of 65.8%
aqueous acetonitrile to 100% pure acetonitrile for 19 min followed
by 100% acetonitrile for 12 min was used. The UV detection of VD2
and its metabolites was accomplished at 265 nm. The production of
25-0OH VD2 and 24(R),25-diOH VD2 was quantified using the peak
areas (mV) of the metabolites on HPLC chromatograms and the
respective calibration curves.

2.6. Isolation of VD2 metabolite and NMR characterization

For the HPLC separation of the final product P2 from the cell
extract, the samples (10 mg) were dissolved in 0.5 mL chlor-
oform:methanol mixture (99:1). The separation measurements
were carried out on a Varian system (PrepStar SD-1, 320 UV/Vis
detektor Model) equipped with a Dynamax-60 A preparative col-
umn (Si-83-121-C) from Rainin Instruments (MA, USA). The column
temperature was at RT and the flow rate was set at 17 mL/min. The
UV detection of VD2 and its metabolites was accomplished at
254 nm. NMR spectra were recorded in Dg-Acetone with a Bruker
DRX 500 spectrometer. The structure of P2 was assigned by 'H/">C
NMR.

2.6.1. P2 (24(R),25-diOH VD2):

'H NMR (Dg-Acetone, 500 MHz): & 0.59 (s, 3xH-18), 1.04 (d,
J = 6.5 Hz, 3xH-21), 1.14 (d, ] = 2.5 Hz, 3xH-26 + 3xH-27), 1.23 (s,
3xH-28), 1.29-2.24 (m, 16H), 2.41 (m, H), 2.54 (m, H), 2.86 (m, H),
3.19 (s, OH), 3.38 (s, OH), 3.69 (d, ] = 4.5 Hz, OH), 3.79 (m, H-3), 4.74
(brs, H-19), 5.03 (brs, H-19), 5.55 (dd, J = 15.5 and 8.5 Hz, H-22),
5.69 (d, ] = 15.5 Hz, H-23), 6.06 (d, | — 11.0 Hz, H-6), 6.23 (d,
J = 11.0 Hz, H-7).

13C NMR (Dg-Acetone, 125 MHz): 3 12.58 (CHa, C-18), 21.23 (CHs,
C-21), 22,91, 23.26, 24.16, 25.36, 25.50, 28.52, 33.19 (CH,, C-1),
36.60 (CHj, C-2), 41.07 (CH, C-12), 41.20 (CHz, C-20), 46.41 (C, C-13),
47.13 (CHy, C-4), 57.04 (CH, C-17), 57.28 (CH, C-14), 69.61 (CH, C-3),
74.71 (C, C-25), 77.00 (C, C-24), 112.19 (CHy, C-19), 118.77 (CH, C-7),
122.15 (CH, C-6), 125.76 (CH, C-22), 133.32 (C, C-5), 135.41 (CH, C-
23), 13748, (C, C-8), 141.62 (C, C-10).
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2.7. Computational methods

The crystal structure of CYP109E1 in complex with testosterone
(PDB code 5L94) was chosen as receptor [ 16]. Chain A was prepared
using AutoDockTools (version 1.5.6r3) [17]. Protonation states of
the histidine residues were assigned manually by visual inspection
of the hydrogen-bonding network. Remaining hydrogen atoms and
Kollman charges were added by the program. Atomic charges for
the heme group were taken from previous docking studies [ 18]. The
molecular structures of the ligands were generated in the same way
as described for these studies. Further preparation steps for docking
were carried out with AutoDockTools. In order to comprise the
entire binding pocket, the rectangular grid box had an extension of
52 x 50 x 72 point with a default grid spacing of 0.375 A centered
above the heme. The actual docking was carried out by AutoDock
(version 4.2), applying the Lamarckian genetic algorithm for a total
of 250 docking runs [17]. Otherwise default parameter settings
were used. Resulting conformations of VD2 and VD3 were inspec-
ted manually using VMD (version 1.9.1) [19].

3. Results and discussion

The VD metabolism represents a challenging and exciting
research area for more than 40 years since VD is an important
prohormone showing high impact on human health, It is a fat-
soluble vitamin, occurs in form of VD2 and VD3 in nature and
plays a key role in maintaining calcium homeostasis [20,21]. The
VD forms undergo several enzymatic oxidations in the human
body and are transformed into different molecules, such as side-
chain modified VD derivatives. One of these compounds, 25-OH
VD3, is known to be the major circulating VD metabolite under
normal conditions, whereas several other metabolites, such as
24,25-diOH VD2 and 25,26-diOH VD2, exist to a lesser extent in
the plasma [20,22]. Although the majority of the side-chain
modified metabolites are believed to be less potent than the
most active form, 1,25-diOH VD3, they occur in a considerable
amount but their physiological roles are not fully discovered yet
[8,10]. One issue regarding their functional investigation could be
the scarce availability of VD metabolites, which can be overcome
by chemical or enzymatic synthesis of these compounds. Given
that chemical methods are challenging and harmful for the envi-
ronment, exploring biocatalytic alternatives for the production of
these physiological metabolites is highly desirable and of great
biotechnological importance. P450s are a superfamily of bio-
catalysts which are able to act on VD and its metabolites and to
produce complex derivatives under mild reaction conditions. Be-
sides the mammalian P450s, there are a small number of microbial
P450 enzymes that were characterized as VD hydroxylases [5—7].
One of those, CYP109E1, was intensively studied in our laboratory
and its crystal structure was solved in a substrate-free as well as in
substrate-bound form with the steroidal substrate, testosterone
[16]. Besides being able to convert VD3 and testosterone, this
enzyme was found to efficiently act on cholesterol, another ste-
roidal compound with a hydrocarbon side chain [13]. Interest-
ingly, the enzyme showed low selectivity for VD3 converting this
compound into several (4 main and 3 minor) products [7],
whereas much higher selectivity was observed for cholesterol
conversion resulting in the generation of only two main products
[13]. It was found that CYP109E1 prefers hydroxylation at the side-
chain positions 24(5) and 25 for both substrates. Such similarities
were not surprising since cholesterol is a precursor of VD3 and
they do not differ from each other in the structure of the side-
chain (Scheme 1). In this context, it was interesting to examine
the activity of CYP109E1 towards another steroidal compound
possessing a hydrocarbon side chain with another chemical
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structure than that of VD3 and cholesterol. Therefore, we have
focused on VD2, since, in contrast to VD3, it has a methyl group at
C24 and a double bond between €22 and €23 (Scheme 1). Position
24in VD2 is highly reactive since it is both a tertiary carbon and an
allylic position.

The in vitro conversion of VD2 by a reconstituted CYP109E1
system over time showed that the substrate was at first converted
into product P1, which was the main product after 6 min of reac-
tion. P1 was then further metabolized into P2 (Fig. 1). Thus, the
enzyme was capable of converting VD2 into one main product, P2,
via an intermediate P1 which is in contrast to the conversion of
VD3, where 7 products are generated [7].

In order to produce mg amounts of P2 for its structural deter-
mination, we have further investigated the CYP109E1-mediated
conversion of VD2 in vivo using B. megaterium MS941. This strain
was applied in our previous studies to establish effective whole-cell
biocatalysts for the production of important steroidal compounds,
such as 15-hydroxycyproterone acetate, cortisone and 25-OH VD3
[7,23,24]. The CYP109E1 whole-cell biocatalyst was successfully
applied in this study for the conversion of VD2 and accomplished
the production of P2 via the intermediate P1, similar to the in vitro
transformation (Fig. 1B and C). Thus, the in vive system was iden-
tified to be useful for the production of VD2 metabolites of
CYP109E1 and was subsequently used to generate sufficient
amounts of P2 for its structure determination. The P2 product was
purified from the cell extracts via preparative HPLC and was
analyzed by NMR. The 'H and '*C NMR identified P2 as dihy-
droxylated VD2 metabolite with hydroxyl groups at C24 and C25
(see NMR Data). To confirm the stereochemistry of the C24 hy-
droxyl, we compared P2 with authentic standards of 24(R),25-diOH
VD2 and 24(S),25-diOH via RP-HPLC. In addition, we compared the
intermediate product P1 with the authentic standard of 25-OH
VD2. The retention times of the peaks strongly suggested that P1
is 25-0H VD2 and the final product is 24(R),25-diOH VD2 (Fig. 2 A
and B, Scheme 2), which is one of the metabolites of VD2 detected
in animal plasma [10]. It is known, that 24(R),25-diOH VD2 can be
produced either from 24-OH VD2 or 25-OH VD2 whereby the latter
one being the favored precursor [25]. We have checked the catalytic
activity of CYP109E1 towards 25-OH VD2 and observed the for-
mation of 24(R),25-diOH VD2 in vitro (data not shown). Unfortu-
nately, 24-OH VD2 was not commercially available for an in vitro
activity assay with CYP109E1.

To shed light on the experimentally observed selectivity of
CYP109E1 towards VD2 and differences to the conversion of VD3,
molecular docking calculations were performed using the crystal
structure of CYP109E1. The obtained conformations of VD2 suggest
that in the first step VD2 can be hydroxylated in both positions
(24(R) and 25), whereby position 24(R) is conformationally favored
(Fig. 3A). However, upon the formation of 24(R)-OH VD2, no further
reaction is expected, because no appropriate conformation that
would allow hydroxylation at position 25 was observed. On the
other hand, viewed from the point of the most frequently adapted
docking conformations, the subsequent hydroxylation of 25-OH
VD2 to 24(R),25-diOH VD2 is favored supporting the experimen-
tally observed results. In contrast, when looking at the docked
conformations for VD3, the most often adopted conformation of the
substrate, which was also energetically most favorable, showed the
positions 22 and 23 nearer to the heme iron than the corresponding
position 24 (Fig. 3B). It was further found that hydroxylation at all
three conceivable positions (24(R), 24(5), and 25) may occur
although these positions were energetically less favorable. This
fully supports the observed production of several metabolites of
VD3 by CYPI09EL. Thus, the obtained docking conformations
explain the selectivity of the enzyme towards VD2 and VD3
hydroxylation.
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Scheme 1. Chemical structures of cholesterol (A), VD3 (B) and VD2 (C).
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Fig. 1. Biotransformation of VD2 by CYP109E1: HPLC product pattern of the in vitro (A) and whole-cell conversion (B), and observed HPLC product peaks of P1 and P2 after 4, 24 and
48 h whole-cell conversion (C). The data represent mean values of three independent experiments.
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Fig. 3. A) The obtained docking conformations showing the hydroxylation positions of
vitamin D2 in position 25 (orange) and position 24 (purple). The respective distance to
the heme iron (depicted as large sphere) are both 3.1 A, respectively. Position 25 in
both conformers is shown as sphere. Hydrogen-bonds to backbone carbonyl oxygens
are indicated as dashed green lines. B) The most often adapted and best scored docking
position of vitamin D3 shows position 23 (denoted as sphere) closest to the heme iron
(3.0 A), whereas the expected hydroxylation positions 24 and 25 are more distant
(>4 A). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is
referred to the Web version of this article.)

Given that VD metabolites are important and high-priced
compounds, we have further investigated the CYP109E1-
mediated conversion in vivo using B. megaterium MS941. We
determined the production of 25-OH VD2 as well as 24(R),25-diOH
VD2 by this whole-cell biocatalyst within 48 h. As depicted in
Fig. 2C, comparable amounts of hydroxy- and dihydroxy-VD2 me-
tabolites were detected after 24 h of reaction, whereas a produc-
tivity of 12.3 + 1.2 mg/L was achieved for 24(R)25-diOH VD2 after
48 h. Taking into account that the established whole-cell system
can be further optimized for the production of 24(R)25-diOH VD2,
it is a valuable tool and starting point for a sustainable production
of this interesting metabolite.
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3. Zusammenfassung und Diskussion

Die folgenden Kapitel befassen sich mit der Gbergreifenden Zusammenfassung und Diskussion der
durchgefiihrten 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. Darlber hinaus erfolgt eine Bewertung der jeweiligen
Produktivitat im Ganzzellsystem, sowie der potenzielle Einsatz flir 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 fir die Effizienz der
durchgefiihrten Biokatalysen sind. Der abschlieRende Teil (Kapitel 3.3) befasst sich mit der
Okologischen Bewertung des Ganzzellsystems zur Oxidation von Hydrocortison (Kapitel 2.1) und
diskutiert Moglichkeiten zur Steigerung derselben. Hierbei wird die 6kologische Effizienz mittels SHE-
Analyse einem vergleichbaren chemischen Prozess gegenibergestellt. Diese Bewertung dient als
Exempel zur Veranschaulichung der 6kologischen Nachhaltigkeit und Effizienz von Ganzzellsystemen

im Vergleich zu herkdmmlichen 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 groRer Bedarf an der Entwicklung von umweltfreundlicheren und gleichzeitig 6konomisch
rentablen Verfahren. Biotechnologische Prozesse erfordern gegeniiber 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 héhere Regio- und Stereoselektivitat gegentiber chemischen
Katalysatoren auf, welche daher oftmals eine Reduzierung der komplexen Syntheseschritte
ermoglichen. So ist es durch ein Zusammenspiel verfahrenstechnischer, chemischer und
molekularbiologischer Techniken mdglich, biotechnologische Prozesse zu etablieren, die sowohl
Okologisch als auch 6konomisch eine gesteigerte Effizienz im Vergleich zu chemischen Verfahren

aufweisen.

3.1.1 Biotechnologische Modifikation von Glucocorticoiden

In Kapitel 2.2 erfolgten Optimierungsschritte zur biotechnologischen C27-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 Aminosauresequenz
des beteiligten Enzyms und des P450 Redoxsystems eine Steigerung der Premedrolproduktion um
100% im Vergleich zum Startsystem ermoglichte [36]. Dies entspricht einer finalen
Produktkonzentration von 0,69 gL™"24 h™' (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 ausschlieBlich durch hohe Energieeinwirkung und Verwendung
von toxischen, halogenhaltigen Reagenzien erfolgen kann. Im Gegensatz dazu ermdglichte 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 Stereoselektivitat, was eine effizientere Katalyse ermdglichte 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 5a-Dihydroprogesteron oder 17a-Hydroxyprogesteron. Diese
Stoffe kénnen zu 11-Deoxycorticosteron, 6a-Methylprednisolon, 11-Deoxycortisol, 21-OH-
Medroxyprogesteron und 21-OH-(5a-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
Essigsaure 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. Unter milden
Bedingungen ist die C21-Hydroxylgruppe zwar chemisch stabil, allerdings erhoht die unmittelbare
Acetylierung die Hydrophobizitat des Premedrols, was dessen Neigung zur Prazipitation im wassrigen
Medium erhoht. Dies ermdoglicht eine gesteigerte Loslichkeit des Medrans und folglich, dessen
Zuganglichkeit zu cytosolischen Proteinen im Ganzzellsystem [20,163]. In nachfolgenden Schritten
konnte eine Entfernung des unléslichen Produktes Uber Filtration oder Adsorption an Minerale oder
Polymere wie Aktivkohle, Zeolithe, Polystyrol oder Cellulose durchgefihrt werden [164] . Neben der
Loslichkeit einer Substanz im Umsatzmedium kann auch dessen Toxizitat, sowie die Interaktion mit
weiteren Enzymen im Ganzzellsystem herabgesetzt werden und somit in héheren Ausbeuten und
hdherer Selektivitat resultieren [165]. Das vorgestellte System eignet sich somit als dkologische
Strategie zur biotechnologischen Produktentfernung wahrend Fermentationsprozessen (ISPR, in-situ-
product-removal) und zeigt groRes Potenzial, um fir effizientere Steroidhydroxylierungen in
Ganzzellsystemen eingesetzt zu werden. Daruber hinaus ist das CAT1-basierte Ganzzellsystem auch
isoliert betrachtet ein effizientes System zur C2171-Acetylierung von Glucocorticoiden. Die
Biokatalyse von Cortison durch das optimierte Ganzzellsystem resultierte in einer maximalen Ausbeute
von 6,12 g L' d' Cortisonacetat (siehe Kapitel 2.3, Abb. 4). Bereits durch Mosa et al. konnte die
Einsatzfahigkeit 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 Regioselektivitat
ist durch die primare, frei zugangliche C21-Hydroxylgruppe begriindet. Zusatzlich wird die
Wahrscheinlichkeit eines nukleophilen Angriffs durch AcetylCoA wahrend der CAT1-vermittelten
Katalyse durch die benachbarte C20-Carbonylgruppe erhoht [162]. Diese Art der Steroidmodifikation
ist zur Optimierung von bereits bestehenden Prozessen, sowie auch isoliert betrachtet, industriell von

groRer Bedeutung: Die Veresterung von Hydroxysteroiden mit kurzkettigen Fettsauren ermdglicht 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 C171-Oxidation am Beispiel von Hydrocortison demonstriert. Die rekombinante Produktion
der ADH aus L. brevis und der modifizierten 11BHSD1 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-' d
(Kapitel 2.1, Abb. 11) und -selektivitat 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), er6ffnet die
Anwendung dieses Systems eine effiziente und 6kologisch nachhaltige Méglichkeit, ausgehend von
der gunstig erwerbbaren Verbindung Hydrocortison die Kosten fiir 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 gréRerer GR-Affinitat und -Selektivitat im Vergleich zu Hydrocortison.
Eine anschlieBende Acetylierung von Cortison oder des strukturdhnlichen Prednisons (siehe
Kapitel 2.3) ermdoglicht die Produktion der jeweiligen Resorptionsester Cortisonacetat oder
Prednisonacetat [170]. Darlber hinaus weist 11BHSD1 ein breites Substratspektrum auf. Dies
ermoglicht den zuklnftigen Einsatz als Ganzzellsystem zur biotechnologischen Interkonversion
weiterer Verbindungen wie Prednison/Prednisolon [128], einigen 7-Hydroxy/7-Ketosterolen [129,130]
sowie zur Epimerisierung von 7a- und 73-Hydroxysteroiden [131-133].

Die optimierte Gensequenz der C. porcellus 11BHSD1 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
anschliefende C11-Oxidation von Hydrocortison zu erreichen, wurde der Vektor pGro12 durch
pREP4—-groELS zur Chaperonexpression substituiert. Letzterer wurde durch das optimierte 118HSD1
Gen aus Kapitel 2.1 erweitert, dessen Expression unter Kontrolle eines T7-Promotors reguliert ist
(PREP_HSD; siehe Abb. 7B). Dies ermdglichte die rekombinante Coexpression der Proteine
hCYP11B1, hAdx, hAdR, cp11BHSD1 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 reprasentiert somit ein nutzbares

Modellsystem fiir 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 118HSD1 zu
Cortison oxidiert wird. B: Plasmidkarten; pA1 zur Coexpression von hCYP11A1 (blau) und Redoxproteinen
(schwarz) gemafy Schiffer et al., 2015. pREP_HSD enthalt codierende Sequenzen fir 11BHSD1 (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 dargestellit.

3.1.2 Biotechnologische Modifikation von Secosteroiden

Nach der Metabolisierung von VD2 werden neben der Hauptspeicherform 25(OH)VD: weitere
Metaboliten im Plasma beobachtet. Dies schlie3t neben der aktivsten Form 1,25(OH)2VD2 auch weitere
Metaboliten wie 24,25(0OH)2VD2 mit ein, deren physiologische Rolle jedoch bisher nicht vollstandig
aufgeklart ist [172,173]. Aufgrund einer geringen Produktausbeute mittels chemischer Synthese sind

diese Substanzen nicht oder nur eingeschrankt verfugbar. Die Entwicklung von kostengiinstigen und
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umweltschonenden Verfahren fir deren Synthese ist daher von groRem Interesse. Fur 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
Monooxygenaseaktivitat gegenlber einigen steroidalen Verbindungen [98]. Interessanterweise zeigten
zwei Vertreter der CYP109-Familie, namlich CYP109A2 und CYP109E1, katalytische Aktivitat
gegeniiber VDs-Verbindungen. Dabei synthetisierte CYP109A2 vorwiegend 25(OH)VDs, wohingegen
durch die Aktivitdt von CYP109E1 zusatzlich 24(OH)VDs und 24(S),25(0OH)2VDs detektiert wurde. In
Kapitel 2.4 wurde demonstriert, dass CYP109E1 neben VDs auch das strukturdhnliche VD2 in die
hydroxylierten Derivate 25(OH)VD2 und 24(R),25(0OH)2VD2 umsetzen kann. Hierbei wies CYP109E1
eine héhere Regioselektivitat (ausschliellich zwei Produkte) und eine veranderte Stereoselektivitat
(von 24(S)- zu 24(R)-Hydroxylierung) auf. Darlber hinaus lasst das Produktmuster mit VD2 als Substrat
eine festgelegte Reihenfolge der Hydroxylierungspositionen vermuten. Die anfanglich steigende
Produktion von 25(OH)VDz2, die anschlieRende Abnahme nach 24 h und eine zeitgleiche Zunahme des
24(R),25(0OH)2VD2-Produktes, deutet auf die primare 25-Hydroxylierung mit sekundarer 24(R)-
Hydroxylierung hin. Diese Hypothese wurde mittels Docking-Analysen unterstiitzt, da aufgrund der
Konformation des 24(R)(OH)VD: eine sekundéare 25-Hydroxylierung energetisch unwahrscheinlich ist.
Diese Hydroxylierungsabfolge wurde ebenfalls durch Koszewski et al. als bevorzugter physiologischer
Syntheseweg von VD2 beschrieben [173]. Um die Verflugbarkeit von hochwertigen hydroxylierten VD-
Metaboliten zu erhéhen, stellt das B. megaterium Ganzzellsystem einen wichtigen Startpunkt in der
selektiven, biotechnologischen Synthese von VDz-Metaboliten dar. Unter Verwendung der relativ
gunstigen Ausgangsverbindung VD2 war es somit mdglich, nach 48 h Reaktionszeit eine
Produktkonzentration von 12 mg L' des Derivates 24(R),25(0OH)VD2 zu detektieren.

Zusammenfassend ermoglichen die in dieser Arbeit vorgestellten Ganzzellsysteme effizientere und
umweltfreundlichere Alternativen zu entsprechenden chemischen Synthesen. Die Durchfihrung
erfolgte unter milden Bedingungen und einem reduzierten Einsatz umweltbelastender Substanzen. Die
Anwendung der dargestellten Prozesse ermdglichen eine verbesserte Verfugbarkeit 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-! bis zum Zielwert von
20 g L' und/oder einer volumetrischen Produktivitat von 0,001 bis 2 g L' h'! angestrebt ist [7,174,175].
In Tab. 1 sind die entsprechenden Ganzzellsysteme, sowie deren Produktivitdt und Umsatzdauer
dargestellt. Daraus geht hervor, dass im Rahmen dieser Arbeit die minimalen industriellen
Anforderungen durch Optimierung der Glucocorticoidproduktion erfiillt werden konnten (Tab. 1).
Zusatzlich konnte ein Startsystem zur biotechnologischen Synthese von VD2 Derivaten etabliert
werden. FUr den Einsatz in industriellen Prozessen besteht dennoch weiterhin Optimierungspotenzial
zur Steigerung der jeweiligen Produktkonzentrationen, welches im folgenden Kapitel 3.2 genauer

ausgefuhrt wird.
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Tabelle 1: Ubersicht der bakteriellen Ganzzellsysteme aus dieser Arbeit

Umsatzdauer | Ausbeute Volumetrische
Substrat Produkt Enzym (Herkunft) \ Produktivitat Referenz
[h] [g L] [g L' h1]

Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 24 0,32 0,0133 [36]
Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 24 0,69 0,0288 Konig et al., 2019b
Medran Premedrol CYP21A2 (Bos taurus) 120 1,51 0,0126 Konig et al., 2020
Premedrol Premedrolacetat | CAT1 (E. coli) 120 1,35 0,0113 Konig et al., 2020
Cortison Cortisonacetat CAT1 (E. coli) 24 6,12 0,2550 Konig et al., 2020
11- Cortison CYP11B1 (Bos taurus), | 24 0,14 0,0058 diese Arbeit
Deoxycortisol 11BHSD1 (C. porcellus)
Hydrocortison | Cortison CYP106A1 24 0,014 0,0006 [91]

(B. megaterium)
Hydrocortison | Cortison 11BHSD1 (C. porcellus) |24 14 0,5830 Konig et al., 2019a
Vitamin D2 24,25(0OH)2VD2 CYP109E1 48 0,012 0,0003 Putkaradze et al.,

(B. megaterium) 2020

3.2 Strategien zur Optimierung von Ganzzellsystemen

Biotechnologische Methoden bieten grolRes Potenzial zur Produktion pharmazeutisch relevanter
Wirkstoffe. Durch die richtige Wahl und Modifikation der produzierten Enzyme kénnen mehrstufige
chemische Prozesse auf wenige Reaktionsschritte reduziert werden. Der Einsatz von
Ganzzellsystemen bildet zum einen eine schitzende Umgebung des relevanten Enzyms und der
Erhaltung physiologischer Bedingungen. Zum anderen ermoglicht 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 fir eine effiziente Katalyse
ist eine hohe Produktselektivitdt. Im Gegensatz zu chemischen Synthesen besteht eine geringere
Wahrscheinlichkeit fur die Entstehung von Racematen, welche zur Produktion von weniger wirksamen
Arzneimitteln fliihren kénnen. Zusatzlich kommt es durch zahireiche Modifikationsmdglichkeiten der
biologischen Systeme seltener zur Bildung unbekannter und umweltschadlicher Nebenprodukte, was
den Bedarf arbeits-, energie- und zeitaufwendige Isolierungsverfahren verringert. Somit ergeben sich
durch den Einsatz von Ganzzellsystemen erhebliche 6kologische und 6konomische Vorteile gegenlber
herkdmmlichen chemischen Verfahren. Da hierbei jedoch lebende Systeme zum Einsatz kommen,
tragen komplexe biologische Faktoren maf3geblich zur Einschrankung der Effizienz des Systems bei.
Diese kénnen jedoch im Rahmen der Prozessoptimierung als Angriffspunkte dienen, um das System
den jeweiligen industriellen Bedurfnissen anzupassen. In dieser Arbeit konnten bestehende
Limitierungen der biokatalytischen Glucocorticoidsynthese durch die gezielte Optimierung bestimmter
Parameter verringert oder beseitigt werden. Folglich erwirkten diese MalRnahmen eine erhebliche
Steigerung der jeweiligen Steroidproduktion.

Die Effizienz der rekombinanten Genexpression ist unter anderem durch die Aktivitat der eingesetzten
Promotoren im Ganzzellsystem regulierbar, welche zum Zweck einer optimalen Proteinproduktion an

die individuellen Anforderungen der rekombinanten Proteine angepasst werden mussen. Fiur den
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Wirtsorganismus E. coli sind zahlreiche regulierbare, sowie konstitutive Promotoren flur verschiedene
Anwendungsbereiche etabliert, was eine simultane Produktion von mehreren rekombinanten Proteinen
mit unterschiedlichen Anforderungen ermdoglicht [176]. Neben dem meistgenutzten, induzierbaren T7-
Expressionssystem [177] kommen oft weitere zucker-induzierbare Promotoren wie Par, [178] oder Pras
[179,180] zum Einsatz. Aufgrund der vollstandigen Entschliisselung des E. coli Genoms wurden bislang
insgesamt nahezu 4000 Promotoren fiir die rekombinante Proteinexpression identifiziert und teilweise
charakterisiert [Quelle: https://biocyc.org/]. Hingegen sind nutzbare Promotoren fiir B. megaterium
bislang hauptsachlich auf das Py, System und vereinzelt weitere induzierbare Promotoren wie Psac,
P17, Pgana beschrankt [181-187]. Die limitierte Anzahl zuckerinduzierbarer Promotoren begrenzt den
flexiblen Einsatz des B. megaterium Expressionssystems. Daher identifizierten Hartz et al. [188]
kirzlich weitere induzierbare sowie Wachstumsphasen-abhangige Promotoren durch die Analyse des
B. megaterium Genexpressionsprofils. Zur C11-Oxidation des Hydrocortisons (Kapitel 2.1) wurde
jeweils ein Vertreter der neuidentifizierten, induzierbaren und wachstumsabhangigen Promotoren zur
effizienten Expression der LbADH und cp11BHSD1 eingesetzt und dem P,,-Promotorsystem
gegenubergestellt. Der induzierbare Promotor P, bewirkte eine Steigerung der Cortisonproduktion um
den Faktor 1,3 auf 8 g L' 24 h! (Kapitel 2.1, Abb. 11). Diese Beobachtung steht im Widerspruch zu
Hartz et al., wobei eine geringere Produktion durch Einsatz von P4, und folglich geringere Aktivitat des
Reporterproteins B-Galaktosidase ermittelt wurde. Diese Diskrepanz ist vermutlich auf abweichende
Induktorkonzentrationen zurtickzufiihren. Durch die Anpassung der Arabinosekonzentration von
0,5 auf 2 mg mL-" konnte eine Erhéhung der Cortisonproduktion um 65% (Kapitel 2.1, Abb. 7) erreicht
werden, wohingegen eine Steigerung der Xylosekonzentration keine Veranderung der
Produktausbeute aufwies (Daten nicht gezeigt). Trotz der erhdhten Produktivitdt 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 erhdhte
Kosten im Vergleich zu D-Xylose erzeugen wirde (Sigma-Aldrich, Stand Mai 2020). Als Vertreter der
wachstumsphaseninduzierten Promotoren wurde P76 eingesetzt, welcher in frihen exponentiellen
Phasen des B. megaterium Wachstums aktiviert wird [188]. Hierdurch erfolgte eine Steigerung der
Cortisonausbeute um den Faktor 2,2 im Vergleich zu Py, was in einer Produktkonzentration von
13,5 g L' 24 h-' resultierte (Kapitel 2.1, Abb. 11). Die Poros-Aktivitat widerspricht ebenfalls der von
Hartz etal. ermittelten Tendenz gegeniber Py, welche mittels JacZ-Expression und
Progesteronausbeute ermittelt wurde. Zum einen besteht hierbei eine starke Abhangigkeit der
wachstumsphaseninduzierten = Promotoren  von  individuellen = Medienkomponenten  und
Kultivierungsbedingungen. Zum anderen filhren erhéhte Promotorstarken und der Zeitpunkt der
Induktion je nach Komplexitdt und Léslichkeit der Proteine oft zu Fehlfaltungen und Bildung von
inaktiven Proteinaggregaten. Das weist darauf hin, dass die neuen Promotoren beziglich ihrer
Anwendbarkeit fur jedes System individuell getestet und optimiert werden missen, um optimale
Ergebnisse zu erhalten. Die Anwendung des wachstumsphasenabhangigen Promotors Pz zeigt
neben der erhohten Produktbildung eine mdogliche Senkung der Prozesskosten durch eine
induktorunabhangige Expression der rekombinanten Proteine. Allerdings ist dieser Promotor
stéranfallig fir minimale Abweichungen der Medienzusammensetzung, was die Kontrolle des

Fermentationsprozesses einschrankt. Fur weitere Optimierungen des Ganzzellsystems in Kapitel 2.1
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zeigt der alternative Promotor P4756 aufgrund des ahnlichen Aktivitatsprofils zu Po7os und der hdheren
Expressionsstarke grof’es Potenzial [188]. Eine Modifikation der Promotoren Pyzos und Pam geman
Stammen et al. kdnnte eine zusatzliche Steigerung der Promotoraktivitat 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 langer anhaltende Proteinproduktion, was in einer héheren Endpunkt-
Proteinkonzentration resultiert [190]. Im Falle der CAT1-Expression durch C4 sollte diese Hypothese
mittels SDS-PAGE Uberprift werden.

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

fett markiert

Promotorbezeichnung Sequenz erwartete Promotorstirke Referenz
T7 TAATACGACTCACTATAGG 1 [177]
T7* TAATACGACTCTCTATAGG 0,13 [191]
C4 TAATACGACTCACTATCAA 1,5 [190]

Demgegenuber wurde eine Mutagenese der Promotorsequenz auch zur Reduktion der
Promotoraktivitat durchgefiihrt (Kapitel 2.2). Eine gezielte Punktmutation A(-6)T des P77 wurde zuvor
mit verminderter Proteinproduktion um 87% beschrieben, weshalb diese Modifikation zur Modulierung
der Cytbs Produktion erfolgte (siehe Tabelle 2, T7*) [191]. Diese MaRnahme verfolgte das Ziel, die
zellinterne Cytbs 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/Cytbs
Verhaltnisse gemal Kapitel 2.2, Abb. 3 erreicht wurden, ist bisher jedoch unklar. Daher wéare die
Kontrolle der resultierenden Proteinkonzentrationen und einhergehende Abhangigkeit von der
Promotorstarke mittels SDS-PAGE sinnvoll. Dariliber hinaus kdnnte der Einsatz eines regulierbaren
Promotors wie P45 €ine Feinjustierung der Cytbs Konzentration erméglichen, um die Einstellung eines
optimalen P450/CPR/Cytbs Verhaltnisses im Ganzzellsystem und die Erhéhung der
Premedrolproduktion zu erreichen.

Neben der effizienten Produktion durch geeignete Promotoren ist die Léslichkeit der rekombinanten
Proteine im Ganzzellsystem von groRer Bedeutung. Hydrophobe Bereiche, lokalisiert auf der
Oberflache eukaryotischer Proteine, dienen in ihrer natlrlichen 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
unerwiinschten Wechselwirkungen und einer damit einhergehenden Bildung von inaktiven Aggregaten
[194]. Folglich ermdglichte die Entfernung des hydrophoben, N-terminalen Membranankers der
11BHSD1 (Kapitel 2.1) eine erfolgreiche Biokatalyse von Cortison im rekombinanten B. megaterium
Ganzzellsystem (Kapitel 2.1, Abb. 4). Im Gegensatz dazu war das Volllangenprotein nicht in der Lage,
Hydrocortison umzusetzen (Daten nicht gezeigt). Eine Steigerung der Ldslichkeit durch die Entfernung
des Membranankers wurde bereits durch Walker et al., demonstriert, wobei die katalytische Aktivitat
des humanen Enzyms unverandert blieb [141]. Elleby et al. hingegen zeigten, dass diese Modifikation

im C. porcellus 11BHSD1 die Bildung von unldslichen Aggregaten im E. coli-Expressionsystem nicht
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ganzlich verhinderte [195]. Auf dieser Grundlage erfolgten in dieser Arbeit weitere Modifikationen der
hydrophoben Proteinoberflache durch eine Punktmutation im C-terminalen Bereich (F277R) und die
Entfernung von vier C-terminalen Aminosauren. Die dadurch herabgesetzte Hydrophobizitat der
Proteinoberflache flihrt mutmallich 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]. Fir eine zusatzliche Erhéhung der Loslichkeit konnten R277 oder
weitere C-terminale hydrophobe und positiv geladene Reste durch negativ geladene Reste substituiert
werden. Aufgrund starkerer Wasserbindungseigenschaften kann dadurch eine erhéhte Ldslichkeit des
Proteins erwartet werden [197,198]. Lawson et al. zeigten durch die Mutante F277E im C. porcellus
Protein neben einer erhdhten Loslichkeit eine ladungsbedingte AbstolRung der Monomere und somit
eine stabilere Monodispersitat des tetrameren Proteins durch Expression im E. coli Ganzzellsystem.
Die Kristallisation und 3D-Analyse des modifizierten Proteins zeigte, dass die Mutation F278E in einer
Konformationsénderung resultiert, wahrend jeweils ein Monomer im Dimerkomplex eine veranderte
Ausrichtung des Y123 aufwies, was vermutlich die Wahrscheinlichkeit fir die erfolgreiche Bindung des
glucocorticoiden Substrats erhdht [139,143]. Analog dazu ware durch die Modifikation F277R in
Kapitel 2.1 ebenfalls eine Konformationsanderung denkbar, welche durch in silico Analysen oder
Kristallisation und Réntgenstrukturanalysen detektiert werden konnte.

Eine Steigerung der Proteinldslichkeit zeigte in Kapitel 2.2 ebenfalls groe Auswirkungen auf die
Umsatzeffizienz, welches hierbei die Medranhydroxylierung durch das bovine, mikrosomale CYP21A2
betrifft. Die Elektronenibertragung erfolgt im natirlichen System durch das membrangebundene
Redoxprotein  NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (bCPR) [199], welches bereits im
entsprechenden Ganzzellsystem angewendet wurde [36]. Zur Erhéhung der Léslichkeit, wurde der N-
terminale Membrananker (bestehend aus 27 N-terminalen Aminosauren) entfernt, was in einer
gesteigerten Premedrolausbeute um den Faktor 2,2, im Vergleich zur Volllangen bCPR resultierte [36].
Eine erhdhte Ldslichkeit von Redoxproteinen im rekombinanten bakteriellen System ist vorteilhaft, da
es die Wahrscheinlichkeit produktiver Kollisionen zwischen den jeweiligen I6slichen Proteinen erhoht,
sofern die urspringliche Aktivitdt erhalten bleibt [200]. Auch im Vergleich zu Umsatzen unter
Verwendung des S. pombe Redoxsystems arh1/etp™ zeigte der Einsatz der verkirzten bCPR einen
gesteigerten Umsatz um 19% (Kapitel 2.2, Abb. 1). Da es sich bei der bCPR um ein natirliches
Fusionsprotein handelt, enthalt es bereits die notwendigen, prosthetischen Gruppen zur
Elektroneniibertragung von NADPH auf das P450. Aus diesem Grund mussen, verglichen mit
3-Komponenten Systemen wie etwa P450-arh1-etp®, kiirzere Distanzen fiir den Transfer Giberbriickt
werden, was eine effizientere Ubertragung der zwei notwendigen Elektronen ermdéglichen kann (siehe
Katalytischer Zyklus, Kapitel 1.3.1.1, Abb. 4) [201,202]. Beim Elektronen-Transfer Uber das
P450-arh1-etp@-System wird die Anwesenheit der drei Proteine im entsprechenden Verhaltnis
vorausgesetzt, was sich im P450-CPR-System auf zwei Proteine beschrankt. Um ein optimales
Proteinverhaltnis von 1:4 (P450:CPR) dieses Systems zu gewahrleisten (siehe Kapitel 2.2, Abb. S1),
ware eine Fusion des P450 mit der CPR zur Weiterentwicklung und Optimierung des Systems denkbar.
Durch die verringerten Distanzen der einzelnen Domanen zur Elektroneniibertragung ware die
Interaktionsrate der Redoxpartner mit P450 stark erhéht [200,203]. Eine Fusion der Proteine wiirde

aul’erdem eine vorzeitige Dissoziation der CPR verhindern, was ebenso zu einer effizienteren
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Elektronenubertragung beitragen kénnte [204]. Als weiterer unterstitzender Faktor zur
Elektronenubertragung zeigte die Coexistenz von Cytbs in vitro und in vivo einen positiven Effekt auf
die Medranumsetzung. Diese bewirkte in Ganzzellumsatzen eine 1,4-fach erhéhte Premedrolausbeute
im Fed-Batch Verfahren. Durch die Anwendung unterschiedlicher Cytbs Konzentrationen wurde
beobachtet (Kapitel 2.2, Abb. 3), dass bereits geringe Mengen des Proteins ausreichend sind, um die
Umsatzgeschwindigkeit signifikant zu erhéhen. Protein-Verhéltnisse die 1:4:4 P450/P450red/Cytbs
tiberstiegen, induzierten jedoch einen Riickgang der Umsatzgeschwindigkeit. Ahnliches konnte bereits
bei in vitro Umsatzen mit Progesteron durch Wang und Pallan beobachtet werden, wobei Cytbsim
Uberschuss (P450/P450red/Cytbs 1:300:300) einen inhibierenden Effekt auf die CYP21A2 Aktivitat
zeigte [205]. Dies ist vermutlich auf kompetitive Bindung von CPR und Cytbs aufgrund Gberlappender
Bindestellen des P450 zurlickzufihren, was in einer blockierten Elektroneniibertragung des ersten
Elektrons resultiert [206—208]. Dahingegen kann die positive Wirkung geeigneter Konzentrationen von
Cytbsauf die P450 vermittelte C21-Hydroxylierung auf unterschiedliche Griinde zuriickgefihrt werden.
Da bereits verschiedene Effekte des Cytbs auf P450 katalysierte Reaktionen beobachtet wurden,
abhangig von CYP Isoform [209], Substrat [209], Proteinverhaltnissen [80,209,210], pH [211] und
lonenstarke [212], sind die folgenden Theorien in Bezug auf die CYP21A2-katalysierte Reaktion
méglich: (i) Die geschwindigkeitsbestimmende Ubertragung des zweiten Elektrons kann durch Cytbs
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 Stabilitat und irreversiblen Schadigung des P450
entgegengewirkt werden. (ii) Zum anderen kann der CPR-P450 Komplex durch eine
Ladungsverschiebung von P450 auf Cytbs stabilisiert werden. Hierbei dient Cytbs als Akzeptor des
ersten Elektrons, welches zuvor auf das P450 ubertragen wurde. Folglich verhindert dies die
unmittelbare Dissoziation der CPR nach der Ubertragung des ersten Elektrons [77,212]. Das Fe(ll)-
P450 Zentrum ist somit bereit, unmittelbar das zweite Elektron aufzunehmen und erst anschlieRend die
Interaktion mit CPR zu beenden [219]. (iii) Cytbs wirkt allosterisch auf das P450. Es wird vermutet, dass
die Bindung des Cytbs eine Konformationsanderung in P450 induziert, was dessen Redoxanderung
begunstigt [217,220-222]. Um dessen Rolle in der CYP21A2-vermittelten Medranhydroxylierung zu
ermitteln, ware die Uberpriifung der Kopplungseffizienz aufschlussreich, welche durch die Relation
zwischen NADPH-Verbrauch und Produktbildung ermittelt wird. Gegebenenfalls ware auch die
Bestimmung der ROS-Bildung durch rekombinante Reportersysteme maéglich [223]. Desweiteren ware
die Bestimmung der Produktbildungsgeschwindigkeit unter Anwesenheit des Apo-Cytbs hilfreich, um
dessen redox-unabhangigen Einfluss zu ermitteln. Ist der Effekt von Cytbsauf CYP21A2 ausschlief3lich
auf eine stabilisierende Wirkung Uber Elektronenverschiebung zurtickzuflhren, ware die Fusion zu
einem 3-Proteinkomplex durch die Integration eines flexiblen Linkers eine Mdglichkeit, um die
Interaktion der Proteine zu erhéhen.

Neben der optimalen Funktionalitdt der Redoxproteine ist die Verfiigbarkeit der erforderlichen
Cofaktoren essentiell, um die Effizienz des biotechnologischen Prozesses zu maximieren. Aus diesem
Grund erfolgt in Biokatalysen im Labormafstab haufig die externe Zugabe von Cofaktoren, was jedoch
fur industrielle Zwecke aus dkonomischer 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 Verfligbarkeit 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 zusatzlicher Hydrocortison-Zugabe
hingegen, war ein NADP* Spiegel unter Kontrollniveau zu verzeichnen, was auf einen hohen NADP*-
Verbrauch durch 11BHSD1 hinweist, welcher die NADP*-Bildung durch LbADH Ubersteigt. Der Grund
fur den langsamen Anstieg der NADP*-Konzentration kénnten 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
Verhaltnisses, welches in Bacillus subtilis 0,54 betragt, wohingegen ein entgegengesetztes Verhaltnis
der alternativen Redoxaquivalente NAD*/NADH von 2,5 zu verzeichnen ist [224]. Die Modifikation der
beteiligten Proteine zur Veranderung der Cofaktorspezifitdt konnte demzufolge in héheren Produkt-
Ausbeuten resultieren. Dies kénnte durch eine Sattigungsmutagenese von R66 in 11BHSD1 realisiert
werden, da diesem Aminosaurerest NADP(H)-Spezifitat zugeschrieben wird [139]. Simultan kdnnte
eine Mutagenese der LbADH zur Erhéhung der NAD(H)-Spezifitat durchgefiihrt werden. Hierbei zeigte
die Mutante R38P 4-fach erhdhte Aktivitdt gegenuber 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 wahrend der Ketonreduktion konnte zusatzlich die gewilinschte FabG-Inhibierung
aufrechterhalten (Kapitel 2.1, Abb. 12). (ii) Die ADH-vermittelte NAD*-Regeneration wirde durch
wirtseigene NADH-abhangige Stoffwechselreaktionen unterstutzt werden. (i) Eine veranderte
Cofaktor-Spezifitat kann zu einer verbesserten Verfiigbarkeit der Cofaktoren im B. megaterium
Ganzzellsystem flhren, aufgrund der doppelten GroRe des NAD*/NADH-Pools im Vergleich zu dem
fir NADP*/NADPH [228].

Analog dazu kénnte die Cofaktor-Spezifitat ebenfalls im Redoxprotein bCPR-27 in Kapitel 2.2 zu NADH
verandert werden, um die Cofaktorverfugbarkeit und Hydroxylierungseffizienz im E. coli
Ganzzellsystem zu steigern. Dies kdnnte durch Generierung der Mutante W676A realisiert werden, da
diese Position als selektivitdtsbestimmend im humanen Protein identifiziert und zuvor bereits zur
Entwicklung eines NADH-abhangigen P450-Redoxsystems genutzt werden konnte [229].

In Kapitel 2.3 wurden Strategien zur erhdhten Verfugbarkeit des Cofaktors AcetylCoA zur
Steroidacetylierung mittels CAT1 untersucht. Das Ziel war eine intrinsische Aktivierung der Glykolyse
und folglich eine Erhéhung des AcetylCoA Spiegels. Dies sollte durch eine Erhéhung der
Glucosekonzentration im Umsatzmedium induziert werden, was jedoch zu verringerten
Produktausbeuten fiihrte (Kapitel 2.3, Abb. S5). Vermutlich ist dies auf osmotischen Stress
zurlckzufuhren, welcher in einer Inhibierung des Hexosetransports resultiert [230]. Alternativ wurde ein
zusétzliches Vektorsystem zur Modifikation des Acetatstoffwechsels generiert. Die Uberproduktion 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 Funktionalitat
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anhand steigender Tendenz zur Cortisonacetatbildung unter NaOAc Zugabe (Abb. 8) bestatigt werden.
Allerdings fuihrte 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 Konzentrationserhéhung der externen
Acetatquelle, NaOAc, miindete tendenziell in steigenden Cortisonacetatkonzentrationen, erreichten
jedoch lediglich Werte unterhalb des Ausgangslevels der Kontrollreaktion ohne vorhergehende ACS-

Coexpression (Abb. 8).
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Abbildung 8: Produktion von Cortisonacetat im E. coli Ganzzellsystem in Abhangigkeit 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 (enthalt 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 Ganzzellumsatze 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, kénnte eine verzdgerte Induktion der ACS-Expression erfolgen,
sofern die CAT1-Synthese vollstdndig abgeschlossen ist. Aufgrund geringer Basaltranskriptionslevel
(Kapitel 2.3, Abb. 5B) empfiehlt sich die Substitution des Rhamnose-induzierbaren Promotors durch
einen wachstumsabhangigen Promoter, welcher ausschliellich in der spaten exponentiellen Phase
oder stationaren Phase aktiviert wird. Diese Moglichkeit kdnnte eine verzdgerte und induktorfreie
Aktivierung der ACS-Genexpression ermdglichen und letztendlich zu einer Erhéhung der Protein- und
Produktbildung fuhren.

Neben der Produktion von Zielproteinen, findet wahrend der Inkubation im Expressionsmedium die
Generierung wirtseigener Proteine im Ganzzellsystem statt, welche gegebenenfalls Aktivitat gegentber
den umzusetzenden Substanzen aufweisen. Solch eine Aktivitat 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 208-Dihydrocortison handelt. Dieses wird durch die
Hydroxysteroid Dehydrogenase FabG (FabG, 20BHSD, 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase
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codiert durch fabg) synthetisiert, welche bereits durch Putkaradze ef al. und Gerber et al. identifiziert
und charakterisiert wurde [92,113]. FabG katalysiert eine NADPH-abhangige Reaktion als Teil der
Fettsduresynthese [231,232] und kann aufgrund seiner essentiellen Funktion in B. megaterium nicht
deletiert werden [113,233]. Modifikationen der Umsatzbedingungen fiihrten jedoch zu einer Inhibierung
der Nebenproduktbildung: eine Erhéhung 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 Gegenuberstellung 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 Glutaminsaure (E) aufweist. Wie durch Lai and
Cronan beschrieben, resultiert eine Substitution zu Lysin in E. coli (E233K) in einer erhdhten
Temperatursensibilitit gegeniber dem Wildtypenzym [234]. Eine Modifikation der Enzymsequenz
(insb. Doppelmutation E233K/A154T) kénnte zur Erhéhung der Temperatursensibilitat beitragen, um
die Nebenproduktbildung schon bei geringeren Temperaturen, wie 37°C zu inhibieren und die
Produktselektivitdt weiterer B. megaterium Ganzzellsysteme zu steigern [234]. Eine weitere
Méglichkeit 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 kdénnte, ohne jedoch eine
derartige Aktivitdt gegenlber Steroiden aufzuweisen (Daten nicht gezeigt). Desweiteren zeigte die
Zugabe des Losemittels Aceton eine Inhibierung der Nebenproduktsynthese (Kapitel 2.1, Abb. 3B). Die
Zugabe des Losemittels 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-abhangige Katalyse durch FabG zur Bildung
des unerwiinschten Nebenproduktes (siehe Kapitel 2.1, Abb. 12). Hierbei zeigte bereits eine einmalige
Acetonzugabe (vor oder zum Startzeitpunkt der Synthese) eine nahezu vollstandige Inhibierung der
Nebenproduktbildung, welche unabhangig vom Zeitpunkt der Acetonzugabe (vor, bei Start der
Reaktion oder beides; Abb. 9C) erfolgte. Im Vergleich dazu erzielte eine zweifache Zugabe des
Lésemittels einen negativen Effekt auf die 118HSD1-Aktivitat, was vermutlich auf der Empfindlichkeit
des Proteins gegenuber dem organischen Lésemittel beruht. Dieses weist die Eigenschaft auf, Proteine

bei steigenden Konzentrationen zu denaturieren [235].
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Abbildung 9: 11BHSD-Aktivitdt und Nebenproduktbildung in Abhangigkeit von unterschiedlichen
Reaktionsparametern. Umgesetzt wurden 100 pM 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 GréRRe der jeweiligen Peakflache in mV*min dargestellt. Die Balken entsprechen
Mittelwerten aus drei Umsatzreaktionen. Standardabweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. A: Substrat-
und Produktgehalt in Abhangigkeit von einer steigenden Reaktionstemperatur nach 60 min.
B: Nebenproduktbildung in Abhangigkeit von der Umsatztemperatur und Reaktionsdauer nach 30 min
Reaktionsdauer. C: Substrat- und Produktgehalt in Abhangigkeit von der Acetonzugabe. Die Zugabe erfolgte
30 min vor (t30), wahrend (to) oder zu beiden Zeitpunkten (t-30 + to). Der Hydrocortisonumsatz ohne Zugabe von
Aceton dient als Kontrollreaktion (keine Zugabe).

Beide genannten Strategien inhibierten FabG, was zur signifikanten Optimierung der konomisch und
Okologisch nachhaltigen Synthese von Cortison oder weiterer Biokatalysen im B. megaterium
Ganzzellsystem beitragt. Neben der Rolle als Substrat erfolgt der Einsatz organischer Lésemittel in
biotechnologischen Verfahren vorwiegend, um die Léslichkeit hydrophober Substanzen zu erhéhen.
Dazu zahlen hydrophobe Substanzen wie Steroide, deren Loéslichkeit in wassrigen Medien durch
Lésungsmittel signifikant erhéht werden kann und deren Zuganglichkeit zu Zielproteinen ermdglicht.
Hierzu zeigte das organische Lésemittel DMSO den grof3ten Effekt (Kapitel 2.1, 2.2, 2.3). Insbesondere
in Kapitel 2.1 war es damit méglich, hochkonzentrierte Hydrocortison-Stammlésungen 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 Loslichkeit des
hydrophoben Substrates erhéht DMSO auch die Permeabilitdt von hydrophoben Zellmembranen,
da die Anordnung der Lipide in der Doppelschicht durch die Interaktion mit hydrophoben Acylketten der
Phospholipide maRgeblich verandert oder gar zerstoért werden kann [236,237]. Die erleichterte Diffusion
der kleinen DMSO-Molekile tUber die geschwéchte Lipidbarriere in das bakterielle Cytosol ermdglicht
die Interaktion mit weiteren Zellbestandteilen [238], was insbesondere in Kapitel 2.1 von grof3er
Bedeutung ist. B. megaterium bildet bei Nahrstoffknappheit vermehrt PHB (Poly(3-Hydroxy-
buttersaure))-Kérper im Cytosol, welche von einer Phospholipid-Einzelschicht umgeben sind und als
Energiespeicher fungieren [239—241]. Zusatzlich erfolgt neben der Anreicherung von PHB im Inneren
der Einschlusskorper eine Aufnahme Uberschissiger hydrophober Substanzen. Dies wurde unter
anderem flr Cholesterol beobachtet [25], was ebenfalls auf einen Einschluss des strukturell 8hnlichen
Derivates Hydrocortison schlielen 1asst. Vermutlich setzt DMSO in erhéhten cytosolischen
Konzentrationen die Stabilitat und Permeabilitat der Phospholipid-Einzelschicht herab, was in einer
Freisetzung von Hydrocortison ins Cytosol resultiert und folglich eine gesteigerte Interaktion mit den
Idslichen 11BHSD1 Proteinen induziert. Um diese Theorie zu bestatigen, koénnten
fluoreszenzmikroskopische Analysen mit Nilrot zur Visualisierung der PHB-Ko6rper unter Anwesenheit
von DMSO durchgefiihrt werden [25,242]. Alternativ dazu kénnte der modifizierte Stamm GHH3 als

Zellumgebung dienen [25]. Dieser Stamm ist nicht fahig zur Expression des Gens fir die PHB-
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Polymerase Untereinheit phaC was folglich in einer fehlenden Ausbildung der PHB-Kérper resultiert.
Moglicherweise kdnnte dies zu einer Reduktion der bendtigten DMSO-Konzentration fuhren, da hierbei

kein Einschluss der Steroidverbindungen in den PHB-Korpern erfolgen kann.

Die sukzessive Erhdhung der DMSO Konzentration auf insg. 4,8% ist moglicherweise 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]. Daruber hinaus zeigt DMSO antioxidative Eigenschaften
gegenuber reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), was eine irreversible Schadigung der prosthetischen
Hamgruppe und eine einhergehende Herabsetzung der P450-Enzymaktivitédt 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 stort [247]. In Kapitel 2.3, wurde die
Phospholipid-Konzentration als Folge der Zelldichteanpassung in der Mischkultur erhéht. Eine
nachfolgende Steigerung der Polymyxin B-Konzentration erméglichte eine Produktionssteigerung von
Premedrol um weitere 33% (Kapitel 2.3, Abb. 8B). Aufgrund 6konomischer Aspekte ist Polymyxin B
allerdings nicht fir einen Einsatz in industriellen Verfahren geeignet. Dennoch unterstreicht diese
Beobachtung die Wichtigkeit der Plasmamembranpermeabilitdt flir einen ausreichenden Substrat-
/Produktaustausch. Fir den Zweck der Membranpermeabilisierung im Rahmen einer industriellen
Prozessoptimierung ware die Untersuchung héherer DMSO-Konzentrationen oder die Verwendung
alternativer Losemittel und Detergenzien wie TritonX-100, Aceton, Toluen, EDTA, Tween 80 oder
Cyclodextrine moglich [248,249].

Ist der Substratzugang Uber die bakterielle Membran gewahrleistet, kann die Konformation des
Substrateintrittkanals eine weitere Hurde zum aktiven Zentrum des katalysierenden Proteins
darstellen. Abhangig von Grof3e, Hydrophobizitdt oder Ladung der Aminosaurereste 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 170HP
(17-Hydroxyprogesteron) innerhalb der Distanz von 4 A aufweisen [250]. Bei genauer Analyse des
Proteinmodells reprasentierte der volumindse, hydrophobe Aminosaurerest M210 eine potenzielle
Barriere zum Substrateintritt. Im Vergleich zu den natirlichen Substraten Progesteron oder 170HP,
enthalten Medran und Premedrol eine zusatzliche hydrophobe Methylgruppe, welche eine starkere
Wechselwirkung zum hydrophoben Methionin ausbilden kann. Nach dem Austausch durch kleinere
Reste zeigte ausschlief3lich Valin eine erhéhte 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 grofer Wahrscheinlichkeit
ausgeschlossen werden, allerdings kénnten resultierende Konformationsédnderungen einen indirekten
Einfluss auf den Substrat-/Produktaustausch haben. Um dies zu untersuchen, konnte eine
Strukturaufklarung durch Proteinkristallisation mit anschlieRender Rontgenstrukturanalyse erfolgen.
Darlber hinaus kann die Modifikation Grund fiir eine erhohte Stabilitat oder Expression des Proteins

sein. Zur genauen Analyse der Expressionslevel ware die Bestimmung der Proteinkonzentration im
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Vergleich zum WT Uber SDS-PAGE oder Antikérper-Nachweis mdglich. Dartber hinaus kénnten
spektroskopische Methoden, wie etwa Zirkulardichroismus Spektroskopie Aufschluss Uber mdgliche
Konformationsanderungen, sowie die Proteinstabilitit geben. Die Mutagenese M210V, sowie eine
Coexpression von Cytbs, resultierten als einzelne MaRnahmen im Fed-Batch-Verfahren in einer
Steigerung um jeweils 22 bzw. 41% der Produktivitat. Die Kombination beider Strategien wiesen mit
46% allerdings nahezu keine zusatzliche Produkterhdhung auf. Daher wurde vermutet, dass weitere
Faktoren wie Produkt- oder Substratinhibierung zur Limitierung der CYP21A2-Produktivitat
beitragen. Diese Theorie konnte durch Zugabe steigender Premedrolkonzentrationen bestatigt werden.
Die Zugabe von mehr als 2 mM bewirkte eine ausgepragte Produktinhibierung der CYP21A2-
katalysierten Reaktion (Siehe Kapitel 3, Supplementary Data Abb. S1). Dieser Effekt ist vermutlich auf
eine kompetitive Bindung des Premedrols an CYP21A2 zurickzufiihren [251]. Zusatzlich fihrt die
Bildung des I6slicheren Premedrols zu einer Anreicherung im Medium und daher einer verringerten
Loslichkeit von Medran, was dessen Zuganglichkeit zu CYP21A2 herabsetzt. Aus diesem Grund wurde
in Kapitel 2.3 eine simultane Acetylierung des Produktes Premedrol durchgefiihrt, welche durch die
Cokultivierung von CAT1-produzierenden Zellen ermdglicht wurde. Diese Strategie resultierte in einer
Verdoppelung der Produktbildung der entsprechenden Monokultur (Kapitel 2.3, Abb. 8 A, B). Fur eine
weitere Steigerung der Reaktionseffizienz und Anwendung in industriellen Prozessen ware die
Anwendung eines ISPR Verfahrens zur Entfernung des modifizierten Produktes denkbar. Die Trennung
kénnte durch einfache Filtration oder Sedimentation erfolgen, da die Loéslichkeit des acetylierten
Produktes durch dessen erhdhte Hydrophobizitat im wassrigen Medium herabgesetzt ist. Diese kénnte
durch Senkung der Temperatur zusatzlich verringert werden. Ferner ist die Abtrennung des
Steroidacetats durch Adsorption an hydrophobe Materialien [164] oder Extraktion durch eine zweite
hydrophobe Phase mdglich [165], was eine Durchfuhrung weiterer Umsatzzyklen erméglichen kdnnte.
Eine anschlieBende 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, ahnlich zu der CYP21A2-vermittelten Reaktion, eine Premedrol-
vermittelte Inhibierung fur Konzentrationen tber 2 mM (Abb. 10A). Dies ist ein moglicher Grund fir die
Abhangigkeit der Medranumsetzung von den Zelldichtenverhaltnissen in Kapitel 2.3. Vermutlich fuhrt
eine zu schnelle Anhaufung 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 Substratmolekile
schwach an verschiedenen funktionellen Gruppen des aktiven Zentrums assoziiert sind. Dahingegen
weist ein aktiver Komplex lediglich ein Substratmolekll 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 erhdhten
Konzentrationen (> 10 mM) beobachtet werden (Abb. 10B). Premedrol weist im Gegensatz zu Cortison
eine hydrophilere Hydroxylgruppe in Position C11 und eine zusatzliche 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 erhéht. Dies kann zum einen die

Affinitdt zum aktiven Zentrum beeinflussen, was die Bildung von inaktiven Komplexen bei steigenden
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Premedrolkonzentrationen begiinstigen kann. Darlber hinaus kann dieser Faktor ebenfalls in einer
gesteigerten Bindungsaffinitat 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, ware auch eine
toxische Wirkung des Premedrols auf den E. coli Metabolismus denkbar. Um die Akkumulation hoher
Premedrolkonzentrationen im Medium zu vermeiden, ware 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-Proteinaktivitat. Desweiteren zeigte die CYP21A2-
katalysierte Reaktion in Kapitel 2.2 zusatzlich eine Inhibierung der Proteinaktivitdt 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 mdgliche Hypothese zur Erklarung
dieses Phanomens beschreibt zwei benachbarte oder entfernte Bindestellen in P450, wobei es sich
um eine produktive und eine nicht-produktive Bindestelle mit absteigender Bindungsaffinitdt zum
Substrat handelt. Bei hohen Substratkonzentrationen erfolgt eine Besetzung der nicht-produktiven
Seite, was zu sterischen, elektrischen oder allosterischen Wechselwirkungen fuhrt und folglich die
Aktivitat des Enzyms herabsetzt [255].
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Abbildung 10: CAT1-Aktivitat zur Steroidacetylierung in Abhangigkeit 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 Okologische Bewertung der biotechnologischen Cortisonsynthese

Die chemische Herstellung pharmazeutischer Substanzen erfordert einen hohen Verbrauch an
Rohstoffen, Lésemitteln, Energie und verursacht eine erhéhte Abfallproduktion. Um dies zugunsten des
Umweltschutzes zu vermeiden, besteht ein zunehmender Bedarf an &kologisch nachhaltigen
Syntheseverfahren. Durch die Anwendung von (semi-)biotechnologischen Verfahren kénnen
Okologische Standards einfacher erreicht und Reaktionen effizienter durchgefiihrt 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 fiir die Umwelt zu minimieren, zu bewerten und
anschliellend einem vergleichbaren chemischen Prozess gegeniberzustellen. Hierbei werden die
finale Produktkonzentration, Umsatzeffizienz aber auch assoziierte Sicherheitsfaktoren fur Mensch und
Umwelt mitberiicksichtigt und flieBen in die Bewertung ein. Zum einen konnte die Produktkonzentration
und Ausbeute durch die Optimierungen gesteigert werden, zum anderen wurde die Bildung
unerwinschter Nebenprodukte durch die Wahl des Expressions- und Umsatzmediums verhindert.
Hierdurch entfallt eine aufwandige 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 Produktivitat um jeweils 70% und 110%. Desweiteren
fuhrte der Ersatz von Kaliumphosphatpuffer durch bereits genutztes Medium fir die Umsatzreaktion zu
einer Verringerung der Prozessschritte, da die Zellen nicht von Vollmedium getrennt und anschlielend
in ein Puffersystem Uberfihrt werden missen. Wie in Kapitel 2.1 dargestellt, erfordert die Verwendung
des Expressionsmediums fiir die Umsatzreaktion im Labormalstab zwar einen Arbeitsschritt zur
Konzentrierung der Zellen um ein Feuchtzellgewicht von 180 g L-! zu erreichen, kdnnte aber durch die
Verwendung eines Bioreaktors mit gleichmafRiger Durchmischung und Sauerstoffdurchsatz eliminiert
werden. Zusatzlich ermdoglicht die Durchfihrung des Umsatzes einen verringerten Bedarf an
phosphathaltigen Komponenten, was letztendlich im Hinblick auf die Entsorgung zu verringertem
Abfallvolumen und geringerer Eutrophierung von Gewassern fiuhrt. Zwar kommt im finalen
Ganzzellsystem das leicht entziindliche Lésungsmittel Aceton (2,5% v/v) zum Einsatz, welches einen
niedrigen Flammpunkt bei —20 °C aufweist, jedoch maRRgeblich zu einer erhéhten Produktkonzentration
beitragt und zudem eine selektive Synthese ohne Nebenprodukte erméglicht (Kapitel 2.1, Abb. 3B).
Eine denkbare Optimierung zur Verringerung des sicherheitsbezogenen Risikopotenzials kdnnte hier
durch Verwendung von langerkettigen Ketonen mit erhéhtem Flammpunkt erfolgen. Voraussetzung
hierflr ware eine ahnliche Effizienz der LbADH-Aktivierung und FabG-Inhibierung (Verweis auf 2.1),
jedoch ohne inhibierenden Effekt auf 11BHSD1. Ferner konnen fiir eine simultane NADP* Regeneration
alternative Regenerationssysteme zum Einsatz kommen, welche ohne die Zugabe von Lésemitteln
aktiv sind. Beispielsweise zeigen hier NAD(P)H-Oxidasen groRes Potenzial, da sie lediglich Sauerstoff
zu Wasser, unter NADPH Verbrauch, reduzieren [256].

Durch die geringe Léslichkeit des Substrats Hydrocortison wurde DMSO als Lésemittel gewahlt. 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 halt. Es

weist zudem eine verhaltnismaRig geringe Okotoxizitat im Vergleich zu dhnlichen Lésemitteln wie DMF
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und THF auf. Dennoch kann diese Komponente durch Recyclingsysteme, basierend auf Elektrodialyse
zur Entfernung anorganischer Salze [257] und anschlielender fraktionierter Destillation [258], oder
durch einen kontinuierlichen Gefrierprozess [259], wieder aufbereitet werden. Durch die Nachschaltung
eines dieser Prozesse konnten die mit DMSO kontaminierten Abfélle reduziert werden, was das
Lésemittel zum grof3en Teil aus der dkologischen Bewertung ausschlieRen wiirde. Zudem ermaoglichen
solche Verfahren das Ruckfiihren von DMSO in den Produktionsprozess, was zusatzliche 6konomische
Vorteile mit sich bringen wirde. Durch den AK Heinzle (Technische Biochemie, Universitat des
Saarlandes) wurde dieser Prozess einer Bewertung der Risikopotentiale unterzogen und einem
vergleichbaren chemischen Prozess gegenibergestellt. 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-lodoacetyl)-Cortison (CAS-
Nr. 5758-63-4) als Ausgangsverbindung, um die Kenngroen eines chemischen Prozesses
exemplarisch festlegen zu konnen. Bei diesem wurde das Substrat in einem Methanol/Wasser Gemisch
(1:1) gelost, welches mit einer methanolischen KOH Lésung in Anwesenheit der
Katalysatorkomponente Tetramethyl-ammoniumhydroxid titriert wurde. Die finale Produktausbeute
betrug 81% bei einer Produktkonzentration von 81 g L-! Cortison. Anhand dieser Informationen war es
méglich, die Okobilanzen des chemischen und biotechnologischen Prozesses geméaR Heinzle et al. zu
ermitteln, und vergleichbar darzustellen [260]. Desweiteren war es moglich, die resultierenden
Produktmengen und prozessbedingte Risikopotentiale ins Verhaltnis 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 Aufschllisselung nach unterschiedlichen,
jeweils fur Input und Output-spezifischen, relevanten SHE (Safety, Health, Environment)-Kriterien (wie
z.B. Rohstoffgewinnung oder Komplexitat der Substratsynthese fiir Input und Eutrophierungs- oder
Erderwarmungspotenzial fir Output), welche in Gesamtumweltbewertungskennzahlen (SHE-Indices)
ausgegeben werden (Abb. B,D). Durch Summierung dieser Kennzahlen kdénnen unterschiedliche
Prozesse in frihen Phasen, (wenn genaue, z.B. geratespezifische Daten unbekannt sind) verglichen

werden’.

' Die SHE-Risikobewertung (Kapitel 3.2) erfolgte ausschlieBSlich durch Prof. Dr. Elmar Heinzle und Dr. Christian
Weyler auf Grundlage von Heinzle et al. 2006 und dient zur Veranschaulichung des 6kologischen Einflusses des
optimierten Prozesses und der Verdeutlichung ihrer méglichen industriellen Anwendbarkeit.
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Zusammenfassung und Diskussion
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Abbildung 11: Okoeffizienzanalyse 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 gemal Heinzle et al. [260]. Zur Gegenuberstellung diente
eine vergleichbare chemische Cortisonsynthese [261]. Abbildung wurde modifiziert nach Heinzle und
Weyler (unveréffentlichte Daten).

Im Hinblick auf die errechneten SHE-Indices ergeben sich fiir den biotechnologischen Prozess bei der
Bewertung nach SHE-Kriterien geringere Input- (-45,5%) und vergleichbare Output-Werte (+8,9 %)
(Abb. 11D) gegeniiber 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 gewtnschten Produkt. Die Patentierung im Jahr 2015 deutet auf die hohe Aktualitat des Prozesses

und seiner vermutlichen, industriellen Anwendung hin [260]. Zusammenfassend kann das
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Zusammenfassung und Diskussion

B. megaterium Ganzzellsystem aus 6kologischer Sicht als biotechnologischer Prozess mit chemischen
Synthesen gleichgestellt werden. Zwar beschreibt der Prozess in Kapitel 2.1 lediglich einen
biotechnologischen Reaktionsschritt im Labormallstab, zeigt jedoch groRes Potenzial, auch in
industriellen Prozessen Anwendung zu finden. Durch die genannten Punkte kann der Prozess
zusatzlich optimiert werden und stellt daher eine realistische industrielle Anwendungsmaéglichkeit fir

eine 6kologisch nachhaltige Cortisonsynthese dar.
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4. Perspektiven

4.1 Industrielle Modifikation von Glucocorticoiden

Im Rahmen dieser Arbeit konnte das grofle 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 -selektivitat gesteigert
werden. Aufgrund begrenzter, kontinuierlicher Kontrolle unterschiedlicher Parameter (O2-Durchsatz,
pH-Wert, Zelldichte, Homogenitat der Zellkultur etc.) unter Laborbedingungen koénnte 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 kdnnte diese durch automatisierte und kontinuierliche Titration
der Verbindungen nahezu komplett eliminiert werden. Zum Zweck einer industriellen
Glucocorticoidsynthese besteht neben einer Hochskalierung des Kulturvolumens die Méglichkeit zur
Durchfihrung einer kontinuierlichen Fermentation. Eine simultane Entfernung von hydrophoben
Produkten durch ISPR-Methoden ermdglicht das Durchlaufen mehrerer Synthesezyklen, was die
Produktausbeute pro Zeiteinheit signifikant erhéhen konnte. Allerdings sind Langzeit-Fermentationen
zumeist durch Faktoren wie eine eingeschrankte genetische Stabilitat und Verlust der transformierten
Plasmide im rekombinanten Wirt beeintrachtigt. Dies kann in einer abweichenden Kopienanzahl
individueller Zellen und Schwankungen der Zielprotein- und Produktkonzentration in der
Fermentationskultur resultieren. Diese Aspekte konnten durch die chromosomale Integration der
rekombinanten Gene mittels homologer Rekombination oder CRISPR/Cas [262] umgangen werden,
was eine Erhaltung der genetischen Stabilitdt ohne erforderlichen Selektionsdruck ermoglicht. Neben
der Konstruktion eines genetisch stabilen B. megaterium Stammes zur Cortisonsynthese koénnte diese
Herangehensweise ebenfalls fur die Premedrolproduktion im E. coli Ganzzellsystem genutzt werden.
Da bei Letzterem insbesondere das Verhaltnis der Proteine P450/CPR/Cytbs (Kapitel 2.2 Abb. 3) eine
entscheidende Rolle fiir 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-Verhaltnisses erzielen kdnnte. So kénnte durch die zusatzliche chromosomale
Integration der CAT1 Sequenz die vorgestellte Zweischrittsynthese zur Premedrolacetatbildung auf ein
Ganzzellsystem beschrankt werden und folglich den Bedarf des teuren Permeabilisators Polymyxin B
senken. Da die isolierten Systeme CYP21A2+Cytbs und CYP21A2_M210V (siehe Kapitel 2.2, Abb. 6)
eine erhohte Premedrolproduktion im Fed-Batch-Modus aufweisen, besteht der Hinweis, dass der
positive Effekt durch Kombination beider Optimierungen lediglich durch die bestehende
Produktinhibierung verhindert wurde. Fur weitere Untersuchungen sollte das Hydroxylierungspotenzial
des Ganzzellsystems CYP21A2_M210V+Cytbs in der Mischkultur mit CAT1-exprimierenden Zellen
getestet werden. Als Teilschritt eines ISPR-Verfahrens mittels Loslichkeits- oder

Hydrophobizitatsanderungen zeigt die Steroidacetylierung durch CAT1 grof3es 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 fiir weitere Synthesen oder selbst als steroidaler Wirkstoff eingesetzt werden,
wobei letzteres keine weiteren, aufwendigen Reinigungsschritte erfordern wiirde. Beispielsweise ist die
erweiterte Anwendung des CAT1-Systems zur Optimierung des B. megaterium Ganzzellsystems
(Kapitel 2.1) ebenfalls moglich. CAT1 zeigt zwar Acetylierungsaktivitat gegentiber Cortison und seinem
Substrat Hydrocortison, allerdings ist das Enzym 11BHSD1 zusatzlich 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 Aktivitat wirtseigener Esterasen zurickzufuhren. Diese begrenzen sich
auf vier potenzielle Carboxylesterasen (siehe Tabelle 3). Hierbei wird die starkste Aktivitat fir 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]. Fir eine zufriedenstellende
heterologe CAT1-Expression und Acetylierungsaktivitat sollten die individuellen Esteraseaktivitaten
gegenuber Steroidestern gepruft werden und Gene der verantwortlichen Esterasen chromosomal
deletiert werden. DarUber hinaus bietet die Anwendung der verantwortlichen Esterase aufgrund ihrer
hohen Steroid-Hydrolyseaktivitat die Moglichkeit zum Einsatz fir 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 fiir Esterasen, fahig zur Hydrolyse von
Steroidestern

Genbezeichnung in B. megaterium | charakterisierte Enzymklasse
DSM912

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-! erreicht werden.
Durch Betrachtung konzentrationsabhangiger Hydrocortisonumsatze wird das Potenzial zur weiteren
Steigerung der Produktkonzentration ersichtlich (Abb. 12). Durch den Einsatz der maximal moglichen
Stammkonzentration von Hydrocortison in DMSO (400 mM) ergibt sich durch Anwendung linearer
Regression eine theoretische, maximale Produktkonzentration von 28,8 g L' was einer Erhéhung um
den Faktor von 1,8 entspricht. Zur weiteren Steigerung der Produktion besteht die Maoglichkeit,

ungeldstes Hydrocortison zur Fermentationskultur hinzuzugeben (siehe Abb. 12, grin).
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Abbildung 12: Ermittelte und prognostizierte Cortisonproduktion in Abhédngigkeit von der
Substratkonzentration. Dargestellt sind die Mittelwerte der resultierenden Cortisonkonzentration (blau) nach 24 h
des Umsatzes in M9CA Medium in Abhangigkeit von der eingesetzten Hydrocortisonkonzentration. Das
experimentell ermittelte Produktmaximum unter Einsatz von 50 mM Hydrocortison liegt bei 14,13 g*L-" Cortison.
Die prognostizierte Cortisonproduktion (rote gestrichelte Linie) erfolgte mittels linearer Regression und zeigt ein
theoretisches Maximum der Cortisonkonzentration bei 28,8 g*-! unter Einsatz der maximalen Arbeitskonzentration
von 100 mM Hydrocortison bei gleichbleibender DMSO Konzentration im Umsatzmedium. Gesteigerte
Hydrocortisonkonzentrationen durch Zugabe des Feststoffes sind in grin dargestellt. Die maximale
Standardabweichung betragt +0,3 g*L-".

Zum einen ermoglichte der Einsatz dieses Systems die biotechnologische Wertsteigerung der
Verbindung Hydrocortison und die Herstellung von Cortison als guinstiges Startmaterial fir 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 kdnnte zur Produktion weiterer Verbindungen wie 1180H-Androstendion
und 11B0OH-Testosteron [264] mit anschlieRender Oxidation zu den korrespondierenden 11Keto-
Verbindungen [265] eingesetzt werden. 110H- und 11Keto-Testosteron stellen biologisch
hochwirksame Androgene dar, die zur Aktivierung des Androgenrezeptors in derselben Intensitat wie
Testosteron und Dihydrotestosteron imstande sind. Die Androstendionderivate kdnnen als Marker von

adrenalen oder gonadalen Erkrankungen eingesetzt werden [266].

4.2 Optimierung des B. megaterium Ganzzellsystems zur Vitamin D; - 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 1a,25(OH)2VD2 eine Aktivierung des VD-Rezeptors aufweisen. Trotz
erfolgreicher Produktion und hoher Selektivitat der hydroxylierten Verbindungen besteht aufgrund
geringer Ausbeute verbleibender Optimierungsbedarf des Systems. Durch Anwendung von Strategien,
wie in Kapitel 3.2 beschrieben, kdnnte die Produktivitat und Selektivitat des Ganzzellsystems erhéht
werden. Beispielsweise kdnnte die Untersuchung alternativer Promotoren zu einer Steigerung der
Proteinkonzentration flhren. Zusatzlich kdénnten Chaperone mogliche Fehlfaltungen und

Proteinaggregationen verhindern, die aufgrund der Uberproduktion und der hohen Komplexitat des
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P450-Proteins erwartet werden kdnnen. Zur Erh6hung der Substratldslichkeit und -aufnahme wurden
in Kapitel 2.4 bereits HP-3-CD und Saponine eingesetzt. Analog zu Kapitel 2.1 kénnte sich ein Ersatz
der Loslichkeitsvermittler durch DMSO oder dessen zusatzliche Zugabe ebenfalls positiv auf die
Produktbildung auswirken. Da VD2 eine homologe Struktur und &hnliche Hydrophobizitat zu Cholesterol
aufweist, ist deren Einschluss in den Kern der PHB-Koérper wahrscheinlich [25]. Aufgrund des
cytosolischen Charakters von CYP109E1 kdénnte der Einschluss von VD2 durch die PHB-
Phospholipideinzelschicht eine entscheidende Barriere zur Protein-Ligand-Interaktion darstellen. Durch
die Zugabe von DMSO koénnte diese Barriere geschwacht werden und die Katalyse der Metaboliten
durch das P450 erhéhen. Durch den Einsatz von CYP109E1 konnten Unterschiede in der
Produktselektivitat 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)VDs und 25(OH)VDs durch die jeweiligen
Mutationen 1241A und I85A selektiv gesteigert werden [60]. Moglicherweise lieRe sich diese Strategie

fur die Katalyse von VD2 je nach gewiinschter Zielverbindung tbertragen.
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11BHSD1
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Adx

Ara

B. megaterium
bCPR

C. porcellus
CAM

CAT1
cp11BHSD1
Cytbs
DMSO

E. coli

ER

FdR

Fdx

GC

gdhA

GR

L. brevis
LbADH

MC

MR
NAD(P)*/H
NaOAc
nGC

ORF

P450
P450red
PHB

RhaB

ROS

S. cerevisiae
Sac

SDR

sGC

SHE

VD

Xyl

11B-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1
Adrenodoxin Reduktase

Adrenodoxin

L-Arabinose

Bacillus megaterium

bovine NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase
Cavia porcellus (Meerschweinchen)
Chloramphenicol

Chloramphenicol acetyl transferase 1

Cavia porcellus 118-Hydroxysteroid Dehydrogenase Typ 1
Cytochrom bs

Dimethylsulfoxid

Escherichia coli

Endoplasmatisches Retikulum

Ferredoxin Reduktase

Ferredoxin

Glucocorticoide

NADP-Glutamat Dehydrogenase

Glucocorticoid Rezeptor

Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis Alkoholdehydrogenase
Mineralocorticoide

Mineralocorticoid Rezeptor
Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)
Natriumacetat

natdrliche Glucocorticoide

open reading frame, offener Leserahmen
Cytochrom P450

Cytochrom P450 Reduktase
Polyhydroxybuttersaure

Rhamnulokinase

Reactive oxygen species (Reaktive Sauerstoffspezies)
Saccharomyces cerevisiae

Saccharose

short-chain Dehydrogenase/Reduktase
synthetische Glucocorticoide

Safety, Health, Environment (Sicherheit, Gesundheit, Umwelt)
Vitamin D

D-Xylose
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