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1. Elézmények, célkitiuzések

A 1980-as évektdl kezdddben az ipari szteroid gyodgyszerszintézisek kiindulasi
anyagaként az olcson €s nagy mennyiségben hozzaférhetd névényi eredetli szterinek keriiltek
elotérbe. Jelenleg a szteroid gyogyszerek tobbségét sz6jabol nyert szitoszterinbdl allitjak eld
olyan mddon, hogy a szterin-oldallinc mikrobiologiai Gton torténd eltdvolitdsaval nyernek
elonyos szintézis-intermediereket a szteroid gyogyszerek eldallitasahoz.

Ahhoz, hogy a gyogyszerszintézisekhez alkalmas intermediereket kapjunk, az
oldallanc lebontasaval egyidejiileg végbemend szteranvaz bontast meg kell akadalyozni. A
vazbomlast el6idéz6 két kulcsenzim a 9a-hidroxilaz és a Al-dehidrogenaz. Ezek
valamelyikének miikodését gatolva a szteranvaz €pen marad. Eloszor a vastartalmi 9a-
hidroxilaz enzim muikodését sikeriilt meggatolni Nagasawa-nak €s munkatarsainak a Noda
Intézetben, Japanban ¢€s Dr. Wix Gydrgynek és munkatarsainak a budapesti Gyogyszerkutatd
Intézetben Fe’™ ionokkal komplexet képzd vegyiileteket adagolva az atalakitast végzd
mikroorganizmus tenyészetéhez. A Gyogyszerkutatd Intézet kutatocsoportjanak a
szitoszterin- és a koleszterin-oldallanc szelektiv lebomlésat sikertilt elérni oly médon is, hogy
e szterinek hidroxil-csoportjat rovid szénlanct alkil-éter-, illetve karbamoil-véddcsoporttal
lattak el, ezzel megakadalyozva annak ketonna alakulasat, ami a szteranvaz lebomlasanak elsd
Iépése.

Az 1970-es években olyan szterin-oldallanc lebontasi eljarasokat fejlesztettek ki, ahol
a biokonverziohoz haszndlt mikobakteriumokban mutagén kezelésekkel inaktivaltak a
vazbomlast el6idézd enzimeket. A Gyogyszerkutatd Intézetben a genetikailag modositott
orokitd anyagu mikobaktériumokkal végzett szitoszterin-oldallanc lebontési kisérletek
Szentirmai Attila professzor irdnyitasdval indultak meg. A Richter-gyari biotechnologiai
kutatocsoporttal éveken at kdzosen végzett kutatd-fejleszté munka soran a 4-androsztén-3,17-
dion, és a 9a-hidrooxi-4-androsztén-3,17-dion szteroid gyogyszerszintézis kulcsintermedier
eloallitasara egyarant sikeriilt ipari eloallitasi eljarast kifejleszteni. A 4-androsztén-3,17-diont
a Richter Gedeon RT-ben két évtizede gyartjak, és kiindulasi anyagul hasznaljdk szteroid
gyogyszertermékeik szintézis¢hez.

E kutatasi és fejlesztési munkak soran klasszikus mutacios modszerekkel és
szferoplaszt-fuzioval kivitelezett in vivo genetikai rekombinéacios technika alkalmazaséaval
eldallitott mikobaktérium torzsekkel 23 részlegesen lebontott oldallancu terméket izolalt

kutatocsoportunk. Ezek kozil a 9a-hidroxi-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-savbol



pregnanvazas kulcsintermediereket allitottunk eld 0j szintetikus eljarasokkal a kortikoid
gyogyszerek eldallitasahoz a Gydgyszerkutatd Intézetben.

A kivant szterin-atalakité képességgel rendelkezd ipari torzsek kifejlesztésére
klasszikus mutacios szelekcids mddszereket €s in vivo genetikai rekombinacids technikat
alkalmaztunk. Ezen modszereknél szelektivebb, példaul egy enzim miikodését serkentd vagy
gatlo hatast in vitro genetikai modszerekkel érhetiink el.

A géntechnologiai modszerek mikobaktériumokndl torténd alkalmazésa az 1980-as
évek végén kezdddott. A kutatasokat az Gsztondzte, hogy a mikobaktériumok okozzdk a
vilagon a két legnagyobb aranyu haldlozassal jaro bakterialis fertdzést, a tuberkuldzist és a
leprat. Az elsé ingazd vektorok egyikét, a pYUBI12 Mycobactérium-E. coli vektort Jekkel
Antalné dr. allitotta eld Osztondijas tanulmanyutjan Anglidban, a Norwich-i John Innes
Kutatasi Kozpontban, 1988-ban.

A szitoszterin oldalldncanak szelektiv lebontasara kifejlesztett eljardsokat mar hosszu
ideje alkalmazzdk a gydgyszeriparban vilagszerte, igy ezek Iényeges fermentacios
technologiai tovabbfejlesztése mar nem varhatd. Elképzelhetd viszont, hogy az oldallanc
lebontési eljarasok teljesitoképessége ndvelhetd az oldallanc lebontasban szerepet jatszo €s
féleg annak sebességét meghatiroz6 enzimek miikddésének fokozasaval. A szitoszterin-
oldallanc lebontds intermedierjeinek izolaldsaval és szerkezetiik meghatdrozasaval sikertilt
megismerni az oldallanc lebontdsanak mechanizmusat, de az e folyamatban résztvevo
enzimeknek ¢és génjeiknek szerkezete még nem ismert. Ezen enzimek génjeinek a
szterinlebontd mikobaktériumok genomjaban valé megtaldldsara és ezaltal szerkezetiik
meghatarozdsdra az  inszercids mutagenezis modszerének alkalmazasat — véltiik
legcélszeribbnek. E célkitlizés megvalositasara végzett kisérleteimrdl szamolok be

értekezésemben.

Kitiizott célok:

1. Inszercidos mutagenezis alkalmazéisa szterinhasznositd mikobaktériumoknal a szitoszterin
lebomlési metabolizmus blokkmutansainak eldallitasa céljabol.
a) Inszercidos mutans konyvtarak eléallitasa ipari szempontbdl jelentds szterinatalakitod
Mycobacterium torzsekben.
b) Szlrdvizsgalati (,,screening”) modszer kifejlesztése a mutans konyvtarakat alkoto

torzsek szterin-atalakitd képességének meghatarozéasara.



2. Az ipari szempontbol jelentds 9o-hidroxildz enzim klonozasa miikodésében gatolt
inszercios mutans felhasznalasaval.
a) Inszercidos mutagenezis modszerrel inaktivalt 9a-hidroxilaz enzim génjének kinyerése
a blokkmutans kromoszomalis DNS-ébol.
b) A nativ 9o-hidroxildz enzim génjének izoldldsa a sziild61 Mycobacterium torzs
genomidlis génkonyvtarabol és molekularis jellemzése.
3. A rekombindns 9a-hidroxilaz enzim expresszidja.
a) Homolog fehérje expresszio a 9a-hidroxildz enzimaktivitdssal nem rendelkezd, 4-
androsztén-3,17-diont termelé Mycobacterium phlei torzsben.

b) A 9a-hidroxildz enzim expresszalasa E. coli-ban.

2. Uj tudomanyos eredmények

1. A Tn611 transzpozont hordozé pCG79 jeli héérzékeny plazmid DNS alkalmazéasaval
inszercids mutans konyvtarakat hoztunk Iétre ipari szempontbol is jelentds Mycobacterium
smegmatis mc*155 és Mycobacterium phlei M51-Ept torzsekben. Mindkét torzs képes a
szitoszterint metabolizalni; a M. smegmatis mc*155 intermedier képzédés nélkiil teljesen
lebontja a szitoszterint, mig a M. phlei M51-Ept 4-androsztén-3,17-diont képez fétermekkeént.
Célunk az volt, hogy a transzpozont hordozo6 vektor szterinatalakitdo Mycobacterium torzsekbe
juttatasaval szterin-atalakitd képességben blokkolt inszercids mutansokat allitsunk eld. Ilyen
mutansok birtokéban ugyanis lehetdség nyilik a szterinatalakitas génszintli vizsgalatara.

A pCG79 jeli plazmid DNS-t elektroporacids modszerrel transzformaltuk a szterinatalakito
Mycobacterium torzsekbe, majd a teny€sztési homérsékletet 30°C-r61 39°C-ra emelve
kivaltottuk a transzpozont hordozd plazmid kromoszémaba vald integraciojat. Southern-blot
hibridizacioval bizonyitottuk a kromoszomalis integracid tényét, valamint Guilhot ¢és
munkatarsai altal leirt random jellegét, ami eléfeltétele annak, hogy kelléen nagyszamu torzs

levizsgaldsa utan szterinatalakito képességben blokkolt mutdnsokat izolaljunk.

2. Nagy-ateresztOképességli szlirdmodszert fejlesztettiink ki mikrotiter lemezre a
szterinatalakitd képességben megvaltozott mutdns torzsek kivalasztasahoz. Mindkeét
inszercids mutans konyvtarbol 10-10 ezer tdrzset szaporitottunk szitoszterin jelenlétében
mikrotiter lemezek lyukaiban és szterin-atalakitdo képességiiket e ,,mini” fermentorokban

felhalmozodott intermedierek vékonyrétegkromatografias analizisével vizsgaltuk. A



fermentaciohoz 200 pg/ml B-szitoszterinnel kiegészitett M-ADC-TW (Difco) taptalajt
hasznaltunk, mely a [-szitoszterint nagyon finom szemcséjii szuszpenzid formajaban

tartalmazta, amely alig iilepedett.

3. Négy torzset talaltunk, amelyek szterinlebontd enzimaktivitasai kiilonboztek a sziildi

torzsekétol (1. tablazat).

Mpycobacterium torzsek Szitoszterin lebontasi
Inszercios termékek
Sziiloi torzsek ,
mutansok
M. smegmatis m02155 Kontrol Nincs termékképzddés

10A12 4-androsztén-3,17-dion (II)
1,4-androsztadién-3,17-dion (I11)

M. phlei. M51-Ept Kontrol 4-androsztén-3,17-dion (II)
3B7 22-hidroxi-23,24-dinor-4-kolén-3-on (VI)
3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-
metilészter (VII)

3-0x0-23,24-dinor-4-kolén-22-sav-metilészter

(VIID)

5G4, 10G9 | 17B-hidroxi-4-androsztén-3-on (V)
4-androsztén-3,17-dion (I1)

1. tablazat Mycobacterium inszercios mutansokkal eldallitott szitoszterin-oldallanc lebontasi
termékek

A szitoszterint intermedier képzddés nélkiil teljesen lebontd Mycobacterium

smegmatis mc’155 inszerciés muténs konyvtarabol izolaltuk az 1,4-androsztadién-3,17-diont

termeld 10A12 jelii inszerci6s mutanst, amely a 9a-hidroxildz miikodésében gatolt (1. dbra).



nem képzddik lebomlasi termék

M. smegmatis mc2155

M. smegmatis 10A12

R-szitoszterin

1. abra A szteranvaz lebomlasanak gatlasa Mycobacterium smegmatis mc*155 jelii torzs 10A12
mutansban a 3-ketoszteroid-9o-hidroxilaz enzimet kodolé DNS régi6 inaktivalasa révén

A 4-androsztén-3,17-dion termeld Mycobacterium phlei M51-Ept sziiloi torzsbol nyert
Mycobacterium phlei 3B7 jelii mutans dinorkoldnvazas vegytileteket képez (2. dbra). Az altala
termelt 3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-koladién-22-sav-metilészter elonyds kiinduldsi anyaga a
17a-hidroxi-4-pregnén-3,20-dion intézetiinkben kidolgozott 0j szintézisének. A 17a-hidroxi-

4-pregnén-3,20-dionbol kortikoszteroidok allithatok eld ismert modon.

M phlei M51-Ept

R-szitoszterin

M phlei 3B7

Y

2.abra A szitoszterin-oldallanc lebontd képesség megvaltoztatasa Mycobacterium phlei-ben
transzpozon mutagenezis alkalmazasaval



4. A Mpycobacterium smegmatis 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzimjének terminalis
oxigendaz komponensét elséként izolaltuk és molekuldrisan jellemeztiik a Mycobacterium
smegmatis 10A12 inszercidos mutanst felhasznalva.

A 10A12 torzs kromoszomalis DNS-ébol visszanyertik a 9a-hidroxilaz génbe
inszertalodott pCG79 plazmid DNS-t oldalain a kettészakitott a 9a-hidroxilaz gén darabjaival.
A rekombinans plazmidot pFJ92-nek neveztik el ¢és restrikcidos endonukledzokkal

feltérképeztiik (3. abra).

sm/sp

EcoRV”™ " Pst1

M. fortuitum ori " pst1

HpaI:
A 1 B
X X
Mycobacterium chromosomal DNA
A Pst] Pst1 Hpal Xbal B
Notl i Pstl Pst] i Pstl i EcoRI EcoRV Pst1 Not1

(]

1
1561002 ¥™ 1561000 M fortuitum ori E.coli ori  sm/sp 1s6100a

l Notl digestion and self-ligation

sm/sp

pFJ92
26.8 kb

E. coli ori
EcoRV’ M. fortuitum ori

EcoRI ’
Hpal

3. abra. Tn611 transzpozon replikativ integracidja és a 9o-hidroxilazt hordozd pFJ92 plazmid
visszanyerése M. smegmatis 10A12 kromoszoémalis DNS-ébol



A pFJ92 plazmid két, radioaktiv izotoppal jelzett kromoszomalis szegmensét
felhasznalva izolaltuk az intakt 9oa-hidroxildz gént hordozdé Nofl kromoszomalis
fragmentumot a sziil61 M. smegmatis mc’155 jelii torzsbol.

A 9a-hidroxilaz gént hordozd Notl kromoszomalis fragmentumot higromicin
rezisztenciat kodoldé pOLYG Mycobacterium-E. coli ingdz6 vektorba inszertaltuk. Az igy
nyert pAA23 jelli rekombindns plazmiddal transzformalva a 10A12 jelli inszercidés mutanst,
helyredllt a 9a-hidroxilezé aktivitasa, melynek kovetkeztében a szitoszterint intermedier
képzddés nélkiil ismét teljesen lebontotta. Az eredetileg 9a-hidroxilaz aktivitdst nem mutato
Mycobacterium phlei transzformansai a 4-androsztén-3,17-diont 9a-helyzetben hidroxilezték
a rekombinans 9a-hidroxildz expresszidja révén. Szubsztratumként 1,4-androsztadién-3,17-
diont adva a tenyészethez, 9a-hidroxi-1,4-androsztadién-3,17-dion &tmeneti terméken
keresztiil 3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-androsztatrién-9,17-dion keletkezett.

Komplementéacios kisérletekkel egy 3 kb nagysagu EcoRI-EcoRV restrikcios
enzimekkel hatarolt régiora szlkitettiik a 9o-hidroxilaz aktivitast, majd szekvenalassal
meghataroztuk az inszercid pontos helyét és a 9a-hidroxilazt kodold6 ORF-1 szekvenciajat.

A 9a-hidroxildzunk a DNS szekvencidjabol leforditott fehérje homologia vizsgélata
alapjdan a monooxigenazok IA osztalyba tartozé terminalis oxigendzai kozé sorolhato. A
fehérjeszekvencian azonosithatd az [A osztalyba tartozo terminalis oxigenazokban jellemzden

konzervalt Rieske [2Fe-2S]r domén és egy nem-hem Fe(I) domén (4. 4bra).

Rieske[2Fe-2S]domén Nem-hem Fe (II) domén

CH C H D/E D H H
M.s.9a-hidroxilazA 63 AYCRHMGGDLSKGTVKGDKVACPFHDWRWGGDG 95 171 I D NVIDMAHFFYIH 184
Rv 3526 65 GYCRHMGGDLSEGTVKGDEVACPFHDWRWGGDG 97 173 I D NVIDMAHFFYIH 186
KshA 78 AYCRHMGGNLAHGTVKGDSIACPFHDWRWGGNG 110 186 V D NVVDMAHFFYVH 199

4. abra. Rieske [2Fe-2S] domén és egy nem-hem Fe(Il) domén azonositasa 3-ketoszteroid-

9a-hidroxilazok terminalis oxigenazédban
(DDBJ/EMBL/GeneBank hozzaférési szam zarojelben): M.s.9a-hidroxilazA (DQ357196), 3-
ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigendz komponense M. smegmatis mc*155-ben; Rv 3526
(CABO05051), feltételezett 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz termindlis oxigendz komponense M.
tuberculosis H37Rv-ben; KshA (AY083508) 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz terminalis oxigenaz
komponense Rhodococcus erythropolis SQ1-ben



5. A 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim terminalis oxigenaz komponensét E. coli-ban
funkciondlisan aktiv formaban expresszaltuk a kereskedelmi forgalomban 1év6é pET rendszert
alkalmazva. A pET-plazmidokban klonozott gének a T7 bakteriofdg erds transzkripcios
szignaljanak ellendrzése ald keriilnek. A kivant gén transzkripcidjdhoz sziikséges T7 RNS-
polimeraz csak indukci6 Gtjan termeltethetd.

A 3-ketoszteroid-9a-hidroxildz enzim terminalis oxigendz komponensét pET-28a(+)
expresszios vektorban klonoztuk, majd E. coli BL21-ADE3 torzsbe transzformaltuk. A 9a-
hidroxilaz enzimet expresszald torzsek koziil egy klont szelektaltunk és pOX17-nek neveztiik
el. Az E. coli BL21/pOX17 torzset LB téaptalajon 25 pg/ml kanamicin jelenlétében
novesztettiik 37°C-on. Amikor a tenyészet optikai denzitidsa 600 nm-en elérte a 0,5-1,0
értéket, 100 pg/ml 4-androsztén-3,17-dion szubsztratumot adagoltunk €s a lac promotert 0,4
mM izopropil-B-D-tiogalaktozid (IPTG) hozzdadasaval indukaltuk. Az indukcidé utan egy
nappal a szubsztratumként adott 4-androsztén-3,17-dion 9a-hidroxilezését tudtuk kimutatni a
fermentlében kromatografids modszerekkel.

A fehérjeexpressziot SDS-poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) vizsgaltuk (5.
abra). A tenyészet egy aliquotjabol szarmazo sejteket szonikaltuk, majd az oldhatatlan test
formajaban képzodott fehérjéket centrifugdlassal kiiilepitettilk. A feliiliszo tartalmazta az
oldhaté formaban képzodott fehérjéket. Az IPTG-vel indukalt, 9o~ hidroxilezésre képes E.
coli BL21/pOX17 tenyészeteibOl nyert fehérje-extraktumok SDS-PAGE analizise nagy

mennyiségli rekombindns termindlis oxigendz termelést mutatott.
1T 2 3 4 5

- KDa
— 250
— 150
— 100
- - 5
o
m - 50

9a-hidroxilaz

i-’**w — 37

5.4bra. E. coli BL21/pOX17-ben expresszalt M. smegmatis mc*155-b3l szarmazod 3-ketoszteroid-
9a-hidroxilaz enzim terminalis oxigendz komponensének SDS-PAGE analizise

Sav 1: nem indukalt sejtek lizatumanak oldhatoé frakcioja; sav 2: 0,4 mM IPTG-vel indukalt
sejtek lizatumanak oldhato frakcidja; sav 3: nem indukalt sejtek lizatumanak oldhatatlan
test frakcidja; sav 4: 0,4 mM IPTG-vel indukalt sejtek lizaitumanak oldhatatlan test
frakcidja; sav 5: Precision Plus Protein Standard (Bio-Rad), 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa,
75 kDa, 50 kDa, 37 kDa



A rekombindns fehérje foként oldhatatlan test formajaban képzddott és csak kisebb
hanyadban volt jelen oldhat6 allapotban (5. dbra). Mivel az E. coli BL21/pOX17 képes in vivo
szteroid transzformdciora a hidroxildz enzim mikobakterialis reduktdz komponensének hianya
ellenére is, valosziniileg ezt az E. coli egyik reduktaz enzime poétolja.

A 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigendaz komponensének heterolog
rendszerben, aktiv formaban vald expresszidja tovabbi bizonyitékul szolgél az izolalt DNS

szerepére.

3. Ipari perspektivak

A DNS szekvenalasi technika fejlddésével egyre tobb genomszekvenaldsi projekt
valoésul meg prokariotdk €s eukaridtak korében egyardnt. A Mycobacterium genusbdl a M.
tuberculosis  szekvenciajat 1998-ban publikédltak Cole ¢és munkatarsai. Jelenleg a
Mycobacterium smegmatis genomialis DNS-ének ,,négybetiis szovegkodja” is rendelkezésre
all. A szekvencia adatok azonban csak a genomot alkotd gének szerkezetére adnak
informaciot, de a hozzajuk tartozo funkcio tobbnyire még felderitetlen.

A szterinek mikrobiologiai lebontésa a szteranvazon és az oldallancon parhuzamosan
halad.

1. A szterin-oldallanc lebomlédsa a lancvégi 26-0s szénatomon végbemend hidroxilezddéssel
kezdddik, majd a 26-os hidroxilcsoport dehidrogénezésével karbonsavva alakul, ami a
zsirsavak metabolizmusara jellemzd B-oxidacios mechanizmussal bomlik le. Ahhoz, hogy az
oldallanc lebomolhasson, a mikroorganizmus karboxilcsoportot kell beépitsen az oldallanc
24-es szénatomjarol ledgazo etilszubsztituensen 1évd 28-as szénatomra. Az oldallanc
lebontésa soran a -oxidacids folyamat egymas utan négyszer megy végbe. Ha a karboxilezés
a 28-as szénatomon nem jatszodik le, a lanclebomldas mar az elsé P-oxidacids ciklusban
elakad €és a 24-es szénatomon ketocsoportot tartalmazd 27-nor-kolesztan-oldalldnct termék
keletkezik.

2. A szterinek vazanak 3B-hidroxi-5,6-dehidro-szerkezete eldszor 3-keto-4-én-struktirdjava
alakul, ezt kdvetden a baktérium hidroxilcsoportot €pit be 9a-helyzetbe, és dehidrogénezéssel
1,2-helyzetii kettdskotést képez. A kialakulo 9o-hidroxi-3-keto-1,4-dién-struktira instabil, és
spontan atrendezédik a B-gyliriben felhasadt 3-hidroxi-9,10-szeko-1,3,5(10)-trién-9-on-

szerkezetlivé, ami mar ugyancsak felderitett uton tovabb bomlik széndioxidda és vizz¢.
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A Tn6l1 transzpozont hordozdé pCG79 plazmid DNS-el megvalositott inszercios
mutagenezis, tovabba a mutansok miniatiirizalt tenyészeteiben képzddo szitoszterin lebontasi
termékek nagy-ateresztoképességli sziirdvizsgalata egy hatékony modszer a szitoszterin
lebontasaban szerepet jatszd gének azonositasdra €s a genomban vald lokalizaciojara. A
transzpozon altal kettészakitott gének izolalhatok ¢és felhasznalhatok tovabbi DNS
munkdkhoz. Példaul a szitoszterin-oldallanc lebontas sebességmeghataroz6 enzimjeinek
expressziojat novelve fokozhatod az ipari torzsek oldallanc lebonté képessége. Ugy véljiik,
hogy nem a B-oxidacioban érintett enzimek, hanem a 26-hidroxilaz, illetve a 28-as szénatomra
karboxil-csoportot beépitd enzim lehet a sebességmeghatarozo.

A 9a-hidroxilaz aktivitasban blokkolt M. smegmatis 10A12 inszercids mutanst
felhasznalva klonoztuk ¢és molekuldrisan jellemeztilk a szterdnvaz lebontasdnak egyik
kulcsenzimét, a 3-ketoszteroid-9a-hidroxilaz terminalis oxigenazat.

Ugy véljiik, hogy az oldallanc lebontisban sebességmeghatarozé enzimek génjei is
megismerhetok lesznek ¢€s géntechnologiai uton javithatd lesz a szitoszterin oldallanc

mikrobioldgiai lebontasanak hozama.
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1. Preceding, objectives

From the 1980°s on, the cheap and widespread plant sterols have been applied as
starting materials for the industrial synthesis of steroid drugs. Nowadays, the majority of the
steroid drugs are produced from soybean originating sitosterol. The selective, microbial
removal of the sitosterol side chain provides key intermediates for these syntheses.

To obtain intermediates suitable for the drug synthesis, the degradation of the steran
skeleton proceeding simultaneously with the side chain removal has to be inhibited. The two
key enzymes initiate the skeleton degradation are the 9a-hydroxylase and the A'-
dehydrogenase. Blocking the activity of either of these enzymes, the steran skeleton remains
unbroken. At first, the activity of ferrum containing 9o-hydroxylase was inhibited by
Nagasawa and his co-workers in Japan and Dr. Gyorgy Wix and his co-workers in Budapest,
adding agents forming complex with Fe* jons to the culture of the microorganisms. The
research group of the Institute for Drug Research succeeded in blocking the side chain
degradation of sitosterol and cholesterol in such a way also that they protect the hydroxyl
moiety of these sterols with short chain alkyl-ether or carbamoyl-ether to inhibit the formation
of 3-oxo structure, which is the first step of the steran skeleton degradation.

In the 1970’s new methods were developed for selective side chain degradation of
sterol, wherein the activities of the enzymes triggering the steran skeleton degradation were
inactivated by mutagenic treatments of Mycobacterium strains used for the bioconversion. At
the Institute for Drug Research Professor Attila Szentirmai initiated and supervised the
research work aimed to accomplish selective side chain degradation with genetically modified
mycobacteria. The research and development work proceeded jointly with the research team
of biotechnology in Richter Gedeon RT that resulted in the industrial production of 4-
androstene-3,17-dione and 9oa-hydroxy-4-androstene-3,17-dione intermediates. The 4-
androstene-3,17-dione has been produced at the Richter Gedeon RT for two decades, and it is
used as starting material for the production of steroid medicines.

During this work our research group isolated 23 intermediates with partially degraded
side chain using classical mutagenesis and in vivo genetic recombination technique. From one
of these 23 compounds, from the 9a-hydroxy-23,24-dinor-4,17(20)-choladiene-22-oic acid, a
new synthetic methods for the production of key intermediates with pregnane skeleton as
starting materials for the production of corticosteroid drugs was elaborated at the Institute for

Drug Research.
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Classical mutagenesis and in vivo genetic recombination techniques have been applied
so long to develop industrial strains possessing the desired sterol transforming activity. More
selective effect, for example, improving or blocking the activity of a certain enzyme, can be
achieved by in vitro genetic methods.

Application of gene technology to Mycobacterium started at the end of 1980’s years.
The researches were challenged by the fact that mycobacteria are responsible for two of the
most important bacterial diseases leading to the highest mortality worldwide, the tuberculosis
and the leprosy. One of the first shuttle vectors, the pYUB12 Mycobacterium-E. coli vector
was developed by Dr. Antonia Jekkel in 1988 in the John Innes Research Park in Norwich.

The methods developed for the selective degradation of sitosterol have been applied in
the pharmaceutical industry for many years, thus substantial changes in the fermentation
processes cannot be expected. However, it is supposed that the performance of these
processes can be further developed by increasing the activity of the enzymes participating in,
mainly those of that catalyze the rate limiting steps in the side chain degradation pathway.
With the isolation of the intermediates of sitosterol side chain degradation and the
determination of their structures, the mechanism of the side chain degradation could be
elucidated, however, the enzymes and the DNA sequences of the genes encoding them are
still not known. To map the genes of these enzymes in the genome of the sterol degrading
mycobacteria and to determine their structures, we believe that the method of insertional

mutagenesis can be applied effectively. I describe my results in this field in the thesis.

Objectives:

1. Application of insertional mutagenesis to produce blocked sterol degradation pathway
mutants of fast-growing mycobacteria to investigate the catabolism thereof.
a) Generation of insertional mutant libraries in sterol transforming Mycobacterium
strains having industrial importance.
b) Development of a screening method to determine the sterol transforming capabilities
of the strains of the mutant libraries.
2. Cloning of the 9a-hydroxylase, which is an important enzyme from industrial point of
view, using an insertional mutant blocked in the 9a-hydroxylase activity.
a) Retrieval of the gene of 9a-hydroxylase enzyme inactivated by insertional

mutagenesis from the chromosomal DNA of its blocked mutant.
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b) Isolation and molecular characterization of the gene of the native 9a-hydroxylase
from the genomic library of the parent Mycobacterium strain.
3. Expression of recombinant 9a-hydroxylase enzyme.
a) Homologous protein expression in Mycobacterium phlei having no 9a-hydroxylase
activity and producing 4-androstene-3,17-dione.

b) Expression of 9a-hydroxylase enzyme in E. coli.

2. New scientific results

1. Applying pCG79 thermo-sensitive plasmid DNA containing Tn6//, insertional mutant
libraries were constructed in Mycobacterium smegmatis mc*155 and Mycobacterium phlei
MS51-Ept, which have industrial relevance in manufacturing steroid drugs. Both strains are
able to metabolize sitosterol. M. smegmatis mc*155 degrades sitosterol completely without
forming any intermediates, while the M. phlei M51-Ept forms 4-androstene-3,17-dione as a
main product. Our goal was to produce insertional mutants blocked in their sterol
transforming ability via introducing the transposon containing vector into sterol converting
Mycobacterium strains. Having this kind of mutants, it is possible to investigate the genes
involved in sterol catabolism.

Insertional mutant libraries of sterol-degrading Mycobacterium strains were constructed by
introducing pCG79 containing Tn6// into the bacteria applying electroporation technique and
chromosomal integration of the plasmid was achieved by raising the temperature from 30°C to
39°C. Southern blot hybridization was used to prove the fact of chromosomal integration and
its random characteristic described by Guilhot and his coworkers, which is the prerequisite to

find mutants blocked in sterol degradation pathway after screening a large number of strains.

2. A high throughput screening method was developed to allow the selection of strains
that have altered sterol transforming ability. 10-10 thousand strains were grown in the wells
of microtiter plates in the presence of sitosterol, and their sterol transforming abilities were
examined with thin layer chromatography of the intermediates accumulated in these “mini”
fermentors. The conversion medium was M-ADC-TW (Difco) broth complemented with 200
pg/ml B-sitosterol, which contained the [-sitosterol in the form of a fine suspension that

sedimented hardly.
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3. Of approximately 10,000 insertional mutants in each library, 4 had altered sterol

degrading ability compared to the parental strain (Table 1.).

Mpycobacterium strains Sitosterol degradation
Insertional Products
Parent strains
mutants
M. smegmatis m02155 Control No degradation product

10A12 4-androstene-3,17-dione (II)
1,4-androstadiene-3,17-dione (I11)

M. phlei. M51-Ept Control 4-androstene-3,17-dione (II)

3B7 22-hydroxy-23,24-dinor-4-cholene-3-one (VI)
3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-choladiene-22-oic
acid methyl esther (VII)
3-0x0-23,24-dinor-4-cholene-22-oic acid methyl
esther (VIII)

5G4, 10G9 | 17B-hydroxy-4-androstene-3-one (V)
4-androsztene-3,17-dione (II)

Table 1. Side chain degradation products of insertional mutants of sitosterol-transforming
Mycobacterium strains

The insertional mutant, 10A12, blocked in 9a-hydroxylase activity and therefore
producing 1,4-androstadiene-3,17-dione was isolated from the insertional mutant library of
Mycobacterium smegmatis mc’155, which degrades sitosterol completely without forming

any intermediates (Figure 1.).
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no side chain degradation

M. smegmatis mc?155

M. smegmatis 10A12

R-sitosterol

Figure 1. Inhibition of the steran skeleton degradation in 10A12 mutant of Mycobacterium
smegmatis mc”155 strain by inactivating the DNA region encoding 3-ketosteroid 9a.-
hydroxylase enzyme.

The mutant Mycobacterium phlei 3B7 obtained from Mycobacterium phlei M51-Ept
parent strain, which produces 4-androstene-3,17-dione, forms dinorcholane derivatives
because of the lack of the late enzymatic steps of the side chain degradation (Figure 2.). The
formed 3-0x0-23,24-dinor-4,17(20)-choladiene-22-oic acid methyl esther intermediate is a
suitable starting material for the production of 17a-hydroxy-4-pregnene-3,20-dione according
to a new synthetic method developed at our institute. From 17o-hydroxy-4-pregnene-3,20-

dione, corticosteroids can be produced by the methods known in the art.

M phlei M51-Ept

R-sitosterol

M phlei 387

Vil
Figure 2. Alteration of the sitosterol transforming ability in Mycobacterium phlei due to transposon
mutagenesis.
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4. We were the first to isolate and characterise the terminal oxygenase component of
Mycobacterium smegmatis 3-ketosteroid 9a-hydroxylase enzyme using Mycobacterium

smegmatis 10A12 insertional mutant.

From the chromosomal DNA of 10A12 mutant, we isolated the pCG79 plasmid
inserted into the 9a-hydroxylase gene with flanking chromosomal DNA sequences containing
the parts of the 9a-hydroxylase gene on the two arms of the vector. The recombinant plasmid

was designated pFJ92 and was mapped with restriction endonucleases (Figure 3.).

Pstl
Xbal, y

156100a

sm/sp

EcoRV” " Pst1

M. fortuitum ori " pst1

Hpal

A 1 B
X X
Mycobacterium chromosomal DNA
Pst1 Pst1 Hpal Xbal
Notl A i Pstl Pstl i Pst] i EcoRI EcoRV Pst1 B Not1

I .
1S6100a kM 1S6100b M fortuitum ori E.coli ori  sm/sp 196100a
i Notl digestion and self-ligation
B Notl

sm/sp

pFJ92
26.8 kb

E. coli ori

EcoRV”

M. fortuitum ori

EcoRI :
HpaI.

Figure 3. Replicative transposition of Tn6// from pCG79 (top) and recovery of pFJ92 from
chromosome of M. smegmatis 10A12 (bottom) carrying the 9a-hydoxylase gene.
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We isolated the intact Nofl chromosomal fragment carrying the native 9a-hydroxylase
gene from the parent M. smegmatis mc’155 strain using two radiolabelled internal fragments
of the Mycobacterium chromosomal region of pFJ92 as probes.

The Notl chromosomal fragment containing the 9a-hydroxylase gene was inserted into
pOLYG Mycobacterium-E. coli shuttle vector carrying hygromycin resistance gene. The
resulting recombinant plasmid, pAA23, was introduced into the 10A12 insertional mutant,
whereupon the metabolic block in 9a-hydroxylation was complemented. In a further
experiment, pAA23 was transformed into Mycobacterium phlei, which had no 9a-
hydroxylase activity before, with selection for hygromycin-resistant transformants. These
were found to convert 4-androstene-3,17-dione into 9oa-hydroxy-4-androstene-3,17-dione.
When 1,4-androstene-3,17-dione was added as substrate, 3-hydroxy-9,10-seco-1,3,5(10)-
androstatriene-9,17-dione was produced via a 9a-hydroxy-1,4-androstadiene-3,17-dione
intermediate. These observations demonstrated the ability of the transformants to introduce a
hydroxyl group at the 9a-position of the steran skeleton.

With complementation experiments, the 9a-hydroxylase activity could be localized
within a 3 kb DNA region bounded by EcoRI-EcoRV restriction enzyme sites, thereafter the
exact position of the integration site and the DNA sequence of ORF-1 were determined.

The identified 9a-hydroxylase can be classified in the terminal oxygenases of the class
IA of monooxygenases. In the protein sequence, the conserved Rieske [2Fe-2S]r domain and

a non-haem Fe(Il) domain of the terminal oxygenases belonging to the class IA could be

identified (Figure 4.).

Rieske[2Fe-2S]domain Non-haem Fe(II) domain

CH C H D/E D H H
M.s.9a-hydroxylaseA 63 AYCRHMGGDLSKGTVKGDKVACPFHDWRWGGDG 95 171 I D NVTDMAHFFYIH 184
Rv 3526 65 GYCRHMGGDLSEGTVKGDEVACPFHDWRWGGDG 97 173 I D NVTDMAHFFYIH 186
KshA 78 AYCRHMGGNLAHGTVKGDSIACPFHDWRWGGNG 110 186 V D NVVDMAHFFYVH 199

Figure 4.  Identification of Rieske [2Fe-2S] domain and a non-haem Fe(Il) domain in terminal

oxygenase of 3-ketosteroid 9a-hydroxylases

(DDBJ/EMBL/GeneBank accession number in bracket): M.s.9a-hydroxylase A (DQ357196),
terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9o-hydroxylase in M. smegmatis mc*155; Rv
3526 (CAB05051), hypotethic terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-hydroxylase in
M. tuberculosis H37Rv; KshA (AY083508) terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-
hydroxylase in Rhodococcus erythropolis SQI.
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5. The terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-hydroxylase was expressed in
functionally active form in E. coli using the commercially available pET system. The target
genes cloned in pET plasmids are under control of strong T7 bacteriophage transcription
signal; expression is induced by providing source of T7 RNA polymerase in the host cell.

The terminal oxygenase component of the 3-ketosteroid 9a-hydroxylase enzyme was
cloned in pET-28a(+) expression vector, then it was transformed into E. coli BL21-ADE3
strain. A clone was selected from the strains expressing 9o-hydroxylase enzyme, and was
named pOX17. The E. coli BL21/pOX17 was cultured in LB medium complemented with 25
pg/ml kanamycin at 37°C. When the optical density at 600 nm reached 0.5-1.0, 100 pg/ml 4-
androstene-3,17-dione as the substrate and 0.4 mM isopropyl-f-D-thiogalactoside (IPTG) for
the induction of the /ac promoter were added. After 24h of propagation, 9a-hydroxylation of
4-androstene-3,17-dione could be detected in the fermentation broth by chromatographic
analysis.

The protein expression was investigated by SDS polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) (Figure 5.). The cells from an aliquot of the culture were sonicated, and the inclusion
bodies were separated by centrifugation. The supernatant contained the soluble forms of the
proteins. The SDS-PAGE analysis of the protein extracts from the control and IPTG-induced,
9a-hydroxylating E. coli BL21/pOX17 revealed a large quantity of the recombinant terminal

oxygenase.

- KDa

— 250
~& — 150

— 100

- 75

- 5o

<«—— 9a-hydroxylase

- —37

Figure 5. SDS-PAGE analysis of terminal oxygenase component of 3-ketosteroid 9a-hydroxylase
obtained from M. smegmatis mc*155 and expressed in E. coli BL21/pOX17.

Line 1: soluble fraction of lysate of non induced cells; line 2: soluble fraction of lysate of
cells induced with 0,4 mM IPTG; line 3: insoluble fraction of lysate of non induced cells;
line 4: insoluble fraction of lysate of cells induced with 0,4 mM IPTG; line 5: Precision
Plus Protein Standard (Bio-Rad), 250 kDa, 150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50 kDa, 37 kDa.
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The recombinant protein appeared mostly as inclusion bodies; a minority was in
soluble form (Figure 5.). Since E. coli BL21/pOX17 could carry out steroid transformation in
vivo despite the lack of the cognate reductase component of the hydroxylase enzyme, it must
have relied on one of the reductases of E. coli.

The heterologous expression of the terminal oxygenases of 3-ketosteroid 9a-

hydroxylase in the active form provided further evidence for the correct DNA sequence.

3. Industrial perspectives

Even more and more genome sequencing projects of either eukaryote or prokaryote
organisms have been accomplished with the development of DNA sequencing technologies.
From the genus of Mycobacterium the genome sequence of M. tuberculosis was published at
first by Cole and his co-workers in 1998. The “four-letter code” of Mycobacterium smegmatis
genome is already available. The sequence data however do provide information about the
structures of the genes in the genome, but their functions remain unknown.

Microbiological degradation of sterols proceeds parallel on the steroid skeleton and on
the side chain.

1. The sitosterol side chain degradation begins with terminal hydroxylation at the C-26
position and then the formed 26-hydroxyl group is converted into carboxylic acid that
degrades further via the mechanism of B-oxidation that is characteristic of fatty acids. The
side chain can be degraded only if the microorganism builds a carboxyl moiety at C-28
position on the ethyl substituent branching at C-24 of the side chain. The complete side chain
degradation requires four repetitions of B-oxidation cycle after each other. If carboxylation on
the C-28 carbon atom does not occur, the side chain degradation stops in the first B-oxidation
cycle and a 24-oxo product having 27-norcholestane side chain is formed.

2. The 3B-hydroxy-5,6-dehydro skeleton structure of sterols is converted to 3-oxo-4-ene at
first and then the bacterium builds a hydroxyl moiety into 9a-position and forms a double
bound at C1-C2 by dehydrogenization. The 9a-hydroxy-3-oxo-1,4-diene structure formed in
this way is unstable and rearranges to 3-hydroxy-9,10-seco-1,3,5(10)-triene-9-one structure
spontaneously that degrades further to carbon dioxide and water according to the known
metabolic pathway.

Insertional mutagenesis with pCG79 carrying Tn6// combined with high-throughput
screening for the bioconversion products of sitosterol accumulate in miniaturized cultures of

the mutants is an efficient method to detect genes involved in sitosterol degradation and to
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determine their exact positions in the genomes of fast-growing mycobacteria. The transposon-

disrupted genes can be isolated easily and used for DNA manipulation. For example

expression of the rate-limiting enzymes of sitosterol side chain cleavage can be enhanced in

order to improve the side chain degradation power of industrially used Mycobacterium strains.

We expect these to be important tools for strain improvement in these commercially important

microorganisms.
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