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Abstract: Wir haben die P450-Monooxygenase CYPI07D1
(OleP) aus Streptomyces antibioticus fiir die stereo- und re-
gioselektive 73-Hydroxylierung von Lithocholsiure (LCS) zur
Herstellung von Ursodeoxycholsidure (UDCS) durch ,, Protein-
Engineering“ angepasst. OleP wurde zuvor fiir die Hydroxy-
lierung von Testosteron an der 7f3-Position beschrieben, hy-
droxyliert jedoch LCS ausschliefilich an der 6§-Position, wo-
durch Murideoxycholsiure (MDCS) gebildet wird. Struktur-
und 3DM-Analysen, Modellierungen
wurden verwendet, um die Aminosiurereste F84, S240 und
V291 als spezifititsbestimmend zu identifizieren. Durch einen
Alaninscan wurde S240A als UDCS-produzierende Variante
identifiziert. Basierend auf den identifizierten Positionen
wurde eine synthetische ,,small but smart“ Bibliothek durch die
Verwendung eines farbbasierten Assays auf UDCS Produktion
getestet. Hier konnte eine beinahe perfekte regio- und stereo-
selektive Dreifachvariante (F84Q/S240A/V291G) identifiziert
werden, die UDCS in einer 10-fach hoheren Menge produziert
als die S240A Variante. Der hergestellte Biokatalysator erdffnet
neue Moglichkeiten zur umweltfreundlichen Synthese von
UDCS aus dem Abfallprodukt LCS.

sowie molekulare

Ursodeoxycholséiure (UDCS) ist eine wertvolle Gallensiu-
re, die hiufig zur Behandlung von Cholezystitis verschrieben
wird, da sie Cholesteringallensteine mit weniger Nebenwir-
kungen als Chenodeoxycholsiure (CDCS) auflésen kann.!!
UDCS hat auch entziindungshemmende Eigenschaften!® und
wird in der Therapie zystischer Fibrosen® und Lebererkran-
kungen wie der primiren bilidiren Zirrhose angewendet.!
UDCS kommt in der Natur nur in Birengalle® vor und findet
Verwendung in der traditionellen Medizin, kann aber ledig-
lich durch Gallenkatheterisierung von Zuchtbiren gewonnen
werden. Alternativ kann UDCS halbsynthetisch aus Chol-

saure (CS)® oder CDCS hergestellt werden.® Die von CS
startende Syntheseroute fithrt zu CDCS innerhalb von 5
Schritten, einschlieBlich einer Wolff-Kishner-Reduktion, und
bildet UDCS durch eine Epimerisierung an C7 (Schema 1a,
Schema S1).”! Die Ausbeute dieser Syntheseroute iibersteigt
30% nicht. Um diese Limitierungen zu umgehen, wurden
kiirzere biokatalytische Synthesewege erschlossen, die
Enzyme fiir die Epimerisierung von CDCS zu UDCS ver-
wenden (Schema 1a).["1

LCS ist als Abfallprodukt der Fleischproduktion!
reichlich und kostengiinstig vorhanden, da LCS in Nutztieren
wie Schafen,” Rindern!? und Schweinen™ vorkommt.
Zurzeit ist kein biotechnologischer Prozess'¥ bekannt, der
UDCS aus LCS herstellt. Somit ist LCS als Substrat von In-
teresse. Bisher konnte die Produktion von UDCS aus LCS fiir
wenige mikrobielle Organismen gezeigt werden. Der Pilz
Fusarium equiseti kann LCS zu einer Reihe von Produkten
umsetzen; so auch zu UDCS mit einer Ausbeute von 35 %.[1¢

Derzeit ist kein Enzym bekannt, das LCS selektiv an der
7B-Position hydroxyliert und UDCS bildet. Der Syntheseweg
zu UDCS in Mikroorganismen ist, ausgehend von LCS, un-
aufgeklirt. Ein Enzym zur direkten 7B-Hydroxylierung wire
ein wertvolles Werkzeug zur Herstellung von UDCS aus LCS,
sodass der komplexe Metabolismus von Pilzen, die aus-
nahmslos!'® unerwiinschte Nebenprodukte™ bilden und die
Aufarbeitung des Produkts verkomplizieren, nicht involviert
werden miisste.

FEine groBBe Herausforderung in der enzymatischen Um-
setzung von LCS zu UDCS stellt die Hydrophobizitédt und die
schlechte Loslichkeit von LCS in Wasser im Vergleich zu
CDCS dar."”

P450s sind hamhaltige Enzyme, die zu stereo- und regio-
selektiven Hydroxylierungsreaktionen einer Vielzahl von
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von OleP haben konnten.
Mit Hilfe von Kristallstruk-
turen®? von OleP mit
einem gebunden Inhibitor,
sowie einem natiirlichen
Substratanalogon, konnten
wir LCS in mehreren Kon-
formationen in der aktiven
Tasche positionieren (Ab-
bildung 1). Wéihrend der
Auswertung wurde eine Po-
sitionierung gefunden, die
den drei gewiinschten Kri-
terien entspricht. Erstens

uDCS

NAD(P)*

OleP
F84Q/S240A/V291 G

NADH NAD*

'H OH ¢ H0

o] sollte LCS hochstens 5 A
weit vom Hiameisen entfernt
positioniert sein. Zweitens
sollte der 6p3-Wasserstoff auf
das Ham ausgerichtet sein,

m OleP
Wlldtyp

NADH NAD"

Schema 1. a) Chemoenzymatische Syntheseroute fiir UDCS ausgehend von CS oder CDCS. b) Die angestrebte
7B-Hydroxylierung von LCS zur Herstellung von UDCS durch eine modifizierte OleP-Variante, sowie die durch

den OleP-Wildtyp katalysierte Reaktion von LCS zu MDCS.

Substraten unter Verwendung von molekularem Sauerstoff
fihig sind.['*!

Diese Enzymklasse wurde aufgrund des Potentials kom-
plexe, wirtschaftlich interessante Molekiile in den letzten
Schritten einer Syntheseroute zu hydroxylieren, ausfiihrlich
untersucht.'” Protein-Engineering wird oft angewendet, um
die P450 Monooxygenasen auf anwendungsbezogene Vorga-
ben wie exzellente Regio- und Stereoselektivitit anzupas-
sen.”?!

Die Monooxygenase CYP107D1 (OleP) wurde ur-
spriinglich fiir eine Epoxidierung-??! im Oleandomycinbio-
syntheseweg beschrieben.”® Zusitzlich akzeptiert OleP auch
12-gliedrige Makrolactone als Substrat.?! OleP kann auch
Testosteron hydroxylieren, dies an den Positionen 6f3, 73, 123
und 15p.”") Hingegen werden Gallensiuren wie LCS und
Deoxycholsdure (DCS) ausschlieBlich an der 6f8-Position
hydroxyliert, wodurch MDCS (Schema 1b) beziehungsweise
3a-,6B-,12a-Trihydroxy-5p-cholan-24-olsidure gebildet
werden.”*!

Um einen Reaktionsweg zu UDCS zu erdffnen, da kein
Enzym fiir die selektive 7f3-Hydroxylierung bekannt ist, und
um die Verwendung von Pilzen zu vermeiden, in welchen
mehrere P450-Enzyme Nebenprodukte bilden, haben wir uns
dazu entschlossen, OleP durch Protein-Engineering anzu-
passen, sodass ein Escherichia coli (E. coli)-basiertes Ganz-
zellsystem fiir die regio- und stereoselektive Hydroxylierung
von LCS zur UDCS entsteht (Schema 1b).

Zunichst identifizierten wir die Aminosdurereste, die
Einfluss auf die Positionierung von LCS in der aktiven Tasche
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um die MDCS Bildung
nachzuahmen. Dies fiihrte
zur Eliminierung von senk-
rechten LCS-Orientierun-
gen. AbschlieBend verwen-
deten wir die am héaufigsten
vorkommenden Konforma-
tionen fiir die Modellierung,
da der Steroidkern in hori-
zontaler Ausrichtung kipp-
bar ist (Abbildung 1a). Ba-
sierend auf dieser Pose wurden Aminosiurereste in einer
Zone von 5-14 A um das Ham ausgewihlt. Wichtige, aus der
Literatur bekannte Reste, die die Spezifitit bei P450-Enzy-
men bestimmen,??**?1  wurden ebenfalls ausgewihlt.
SchlieBlich wurden auch Reste ausgewihlt, die mit dem
Substratanalogon interagieren. Insgesamt wurden 24 Reste
in der aktiven Tasche identifiziert und weiter analysiert.

Ein Alaninscan wurde verwendet, um Platz in der aktiven
Tasche zu erzeugen, sodass sich die Orientierung von LCS aus
der 6f-hydroxylierenden Position in die gewiinschte 7p3-Po-
sition verschieben kann und um den Einfluss der einzelnen
Reste auf die Hydroxylierungsaktivitdt zu bestimmen.

Von den 24 ausgewihlten Resten (Abbildung 1b) waren
vier bereits Alanin oder Glycin. Die restlichen 20 Reste
wurden durch Mutagenese gegen Alanin ausgetauscht (Ab-
bildung 1b). Die Varianten wurden zusammen mit dem Re-
doxpartnersystem aus Putidaredoxin (PdX) und Putidared-
oxinreduktase (PdR) unter Verwendung eines Zwei-Plas-
midsystems in E. coli C43(DE3) exprimiert. Die Biokatalysen
wurden mit lebenden Zellen und 5 mM LCS durchgefiihrt.
Durch HPLC-Analyse wurden fiinf Varianten identifiziert,
die UDCS produzieren (F84A, V93A, L94A, S240A und
V291A). Die Varianten L179A und S295A waren inaktiv und
die restlichen Varianten produzierten, ebenso wie der Wild-
typ von OleP, ausschlieBlich MDCS.

Am vielversprechendsten waren die Varianten F84A,
S240A und V291, da sie hauptsédchlich MDCS und UDCS
produzierten, wiahrend V93A und L94 neben MDCS und
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Abbildung 1. a) Struktur von OleP (PDB ID: 4XE3) mit modellierter
LCS. b) Darstellung der Reste in der aktiven Tasche, die LCS umgeben.
Das Ham ist dabei in blau mit einem roten Eisenatom dargestellt, LCS
ist in orange mit einer weifen Oberfliche hervorgehoben. Die Reste,
die fiir den Alaninscan ausgewshlt wurden, sind in weifd dargestellt mit
den selektivitatsbestimmenden Resten F84, S240 und V291 in griin.

S249 =

UDCS mehrere zusitzliche, nicht identifizierte, Produkte
bildeten.

Die Aminosdure F84 der BC-Schleife wurde fiir die
Substraterkennung beschrieben.”” S240 gehort zur I-Helix
und koordiniert Teile des Wasserstoffbriickennetzwerks, das
OleP mit dem Substrat verbindet. V291, als Teil eines ,,[3-
hairpin® () ist an der Koordination des Substrats, als Teil
einer hydrophoben Ausbuchtung durch van der Waals
Wechselwirkungen, beteiligt.”? Dies ldsst vermuten, dass
durch die Manipulation des Wassernetzwerks und durch die
Nutzung der hydrophoben Wechselwirkungen die Positio-
nierung von LCS hin zur 73-Hydroxylierung und somit der
UDCS-Produktion verschoben werden konnte.

Eine 3DM™! Datenbank von P450 Enzymen wurde ver-
wendet, um die am hé&ufigsten, an jeder Position vorkom-
menden Aminosduren zu bewerten, die initiale UDCS Bil-
dung gezeigt hatten (F84A, V93A, L94A, S240A und
V291A). Jeder dieser Reste wurde gegen die vier am hiu-
figsten vorkommenden Aminoséduren ausgetauscht. Das Ziel
dieses Ansatzes war eine Diversifizierung der Positionen
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ohne die Einfithrung von Aminosiuren, die evolutionir un-
giinstig und in Folge dessen wahrscheinlich inaktiv wéaren. Die
UDCS-Bildung und Selektivitdt der Varianten wurde mittels
HPLC analysiert. Der Austausch an den Positionen F84, S240
und V291 fiihrte zu einer erhohten UDCS-Produktion. An-
schlieBend entwarfen wir eine ,,small but smart“ 3DM Bi-
bliothek,” die sich auf die Reste F84, S240 und V291 fo-
kussierte (Tabelle S2). Die Bibliothek enthielt 4480 indivi-
duelle Mutanten und wurde zur Verringerung des systemati-
schen Fehlers bei Twist Bioscience bestellt und in den pET-
28a Vektor kloniert.” Die Bibliothek wurde in E. coli C43-
(DE3) zusammen mit dem Redoxpartnersystem pACYC-
Duet-1-pdR/pdX eingebracht. In einer zufilligen Stichprobe
wurden nach Sequenzierung nur die gewiinschten Kodons
gefunden. Die Kultivierung und die Biokatalysen im Ganz-
zellsystem wurden in 24-Deepwellplatten durchgefiihrt, um
so den Prozess zu standardisieren. Die Produktbildung wurde
mittels HPLC analysiert.

Das Testen von Bibliotheken auf eine gewiinschte regio-
und stereoselektive Hydroxylierung von Steroiden und Gal-
lensduren wurde, bis auf wenige Ausnahmen,?! zumeist
chromatographisch durchgefiihrt. In dieser Arbeit konnten
wir einen farbbasierten Schnelltest entwickeln, in dem eine
NADP*-abhingige 7p-Hydroxysteroiddehydrogenase (7p-
HSDH)® zum Einsatz kam. Dies ermoglichte die Testung
von 600 Varianten pro Durchgang (Schema S2).

Die S240A Variante, welche die aktivste Variante des in-
itialen Alaninscans war, wurde als Positivkontrolle wahrend
des Tests der Bibliothek verwendet (Abbildung S5). Nach
dem Test von 3400 Klonen wurde die Variante S240A als
Treffer identifiziert. Insgesamt konnten 34 Klone mit einer bis
zu 18-fach hoheren Absorbanz im Vergleich zu S240A iden-
tifiziert werden (Abbildung S5). 32 dieser 34 Klone konnten
anschlieSend durch HPLC-Analytik als UDCS-produzierend
bestitigt werden, dies geschah durch einen Vergleich mit
kommerziell erhiltlichem UDCS.

Eine klare Korrelation war zwischen den UDCS-Signalen
aus dem farbbasierten Schnelltest und der Anzahl der Ne-
benprodukte zu beobachten. Ein erhohtes Signal im 7(3-
HSDH Assay korrelierte direkt mit weniger auftretenden
Nebenprodukten. Dies wurde mittels HPLC bestitigt (Ab-
bildung 2). Die Varianten mit dem hochsten Signal im Assay
bildeten beinahe ausschlieBlich MDCS und UDCS in ver-
schiedenen Verhiltnissen. Diese reichten von 25.9% UDCS
Bildung (F84Q/S240A), tiber 31.9% UDCS Bildung (F84C/
S240A/V291A), bis hin zu 72.8% UDCS Bildung (F84Q/
S240A/V291D) (Tabelle S3). Die Spezifitdt mit der F84Q/
S240A/V291D UDCS bildete, war beeindruckend unter der
Beriicksichtigung, dass der OleP Wildtyp ausschlieBlich
MDCS produziert und die S240A Variante UDCS nur mit
einem Verhiltnis von 8.2% bildet. Keine der Varianten, die
UDCS produzierte, zeigte die Bildung des 7a-hydroxylierten
Produkts (CDCS) und demonstrierte damit perfekte Stereo-
selektivitit.

Die durch die HPLC bestitigten UDCS-produzierenden
Varianten wurden sequenziert und machte eine klare Ami-
nosdurenpréferenz an jeder der diversifizierten Positionen
deutlich (Abbildung S6). Bei den UDCS-produzierenden
Varianten wurde F84 am haufigsten gegen Q (44 %) oder T
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Abbildung 2. UDCS-produzierende Varianten mit erhéhter Selektivitat.
OleP Varianten zeigen eine zunehmende Selektivitit gegeniiber UDCS
(blau) und eine erhéhte UDCS-Bildung (rot). UDCS wurde mittels
HPLC in drei Replikaten quantifiziert.

(19 %) ausgetauscht. Fiir S240 war die klare Priaferenz Alanin
(87 %). Fiir V291 waren die haufigsten Varianten G (34 %), A
(14%) und E (14%). Durch die Einfiihrung einer polaren
und flexiblen Aminosdure wie Q oder T an Position 84 wird
die Flexibilitit der BC-Schleife verbessert, die an der Sub-
straterkennung und der Stabilisierung der Gallensédure be-
teiligt ist. Da S240 ein Schliisselrest sowohl fiir das Wasser-
netzwerk der aktiven Tasche, als auch in der wasservermit-
telten Koordination des Substrats ist, nehmen wir an, dass mit
der Einfiihrung eines unpolaren und kleinen Rests das Was-
sernetzwerk der aktiven Tasche umgestaltet wird und dies
eine 7B-Hydroxylierung begiinstigt. Dieses Konzept steht im
Einklang mit Ergebnissen der Testosteronhydroxylierung
durch die P450-Monooxygenase BM3.%Y Da V291 Teil einer
hydrophoben Ausbuchtung ist, konnte die Mutation zu
Glycin und die damit einhergehende Platzerweiterung fiir die
7B-Hydroxylierung von Vorteil sein, da so die rdumlich an-
spruchsvollere Gallensdure, im Vergleich zu planaren Ste-
roiden wie Testosteron, besser positioniert werden kann.
Um einen tieferen Einblick in den Beitrag der einzelnen
Positionen zu erhalten und die selektivste Variante zu finden,
wurden 37 Einzel-, Doppel- und Dreifachmutanten fiir die
Reste F84, S240A und V291 hergestellt. Die entsprechenden
Mutanten wurden aufgrund ihres UDCS:MDCS-Verhiltnis-
ses und den vorangegangenen Sequenzierungsergebnissen
der UDCS produzierenden Varianten ausgewihlt (Abbil-
dung S6 und Tabelle S3). Die hergestellten Enzymmutanten
wurden mit dem farbgebenden Schnelltest sowie HPLC
analysiert. Einige der Einfach-, Doppel- und Dreifachmu-
tanten (Abbildung?2) waren in der Lage, UDCS mit
schwankender Selektivitit zu produzieren (Tabelle S3). Die
herausragendste Variante war F84Q/S240A/V291G und pro-
duzierte 67 uM UDCS bei gleichzeitig aulergewohnlicher
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Selektivitdt. Lediglich Spuren von MDCS wurden hier als
einziges Nebenprodukt gebildet. Interessanterweise kombi-
niert diese Variante die am héufigsten auftretenden Reste der
UDCS produzierenden Varianten (Abbildung S6). Durch das
Skalieren der Reaktion auf 500 mL, unter Verwendung der
OleP Variante F84Q/S240A/V291G, konnten wir UDCS iso-
lieren und durch NMR-Spektroskopie zweifelsfrei identifi-
zieren (Abbildung S11 und S12). Das in Spuren auftretende
Nebenprodukt konnte ebenfalls als MDCS identifiziert
werden (Abbildung S13 und S14).

Auf diese Weise konnten wir OleP, das LCS ausschlieflich
zu MDCS umsetzt, so modifizieren, dass UDCS hergestellt
werden kann. Die Variante F84Q/S240A/V291G zeigte per-
fekte Stereoselektivitdt und eine auBergewoOhnliche Regio-
selektivitat fiir die 7p-Hydroxylierung von LCS. Mit dieser
Entdeckung eroffnen wir neue Synthesewege zu 73-hydro-
xylierten Therapeutika wie UDCS und erweitern das Wissen
tiber P450-vermittelte Hydroxylierungen.

Wir haben die P450-Monooxygenase OleP erfolgreich
modifiziert, sodass eine regio- und stereoselektive 78-Hy-
droxylierung von LCS zur Bildung von UDCS ermoglicht
wurde. Dies basierte auf einem Alaninscan der Reste der
aktiven Tasche, die durch Literaturrecherche, Analyse von
Kristallstrukturen und molekularem Modeling identifiziert
wurden. Die bioinformatische Datenbank 3DM wurde an-
schlieBend verwendet, um eine ,,small but smart“ syntheti-
sche Bibliothek zu entwerfen, die unter Verwendung eines
farbbasierten UDCS Hochdurchsatztests effizient gescreent
wurde. Ausgehend von einem Enzym ohne Initialaktivitit fiir
die Bildung von UDCS konnten wir einen Biokatalysator
entwickeln, der hauptséchlich UDCS — und MDCS lediglich
in Spuren — produzierte. Die nahezu vollstindige Inversion
der Regioselektivitit von 6f3- (MDCS) zur 78-Hydroxylie-
rung (UDCS) zeigt, wie Protein-Engineering benutzerdefi-
nierte Biokatalysatoren erzeugen kann und dies sogar fiir
Reaktionen, fiir die bisher noch kein natiirliches Gegenstiick
identifiziert werden konnte.
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