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Resumen

Produccion de progesterona por fermentacion de esteroles naturales
mediante ingenieria metabdlica de sistemas

Introduccion

Los esteroides presentan funciones muy diversas, ya sea desempefiando un papel
estructural en membranas celulares como el colesterol, o presentando actividad hormonal
como la progesterona o la cortisona, y por ello los fArmacos esteroideos se encuentran
incluidos en la lista de medicamentos cruciales por la OMS. Especificamente, la
progesterona y sus derivados no solo se utilizan para el tratamiento de la endometriosis o
como meétodo anticonceptivo, sino que sirven como punto de partida para producir otros
farmacos, como el desoxicortisol y la hidrocortisona.

La progesterona se produce actualmente a partir de la diosgenina empleando 8
pasos de sintesis quimica, resultando en un proceso contaminante y con un rendimiento
considerablemente bajo, generando la necesidad de buscar una alternativa que reduzca
tanto su coste como su impacto medioambiental. Esta situacion abre la posibilidad de
utilizar microorganismos que realicen todo o parte del proceso de produccion de los
esteroides de manera mas eficiente y menos contaminante. La semisintesis de esteroides
utilizaria primero una biotransformacion bacteriana de un sustrato esteroideo de partida
(p.e., esteroles naturales) en una molécula intermediaria, o sintona esteroidea, para luego
obtener el farmaco de interés con menos pasos quimicos.

Una semisintesis alternativa ya aplicada a escala industrial es el uso de
micobacterias, como Mycolicibacterium smegmatis y otras especies, que transforman
esteroles naturales en una sintona C22 llamada 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona
(4-HBC) la cual, mediante solo 2 pasos de sintesis quimica, permite obtener progesterona.
Sin embargo, esta produccién requiere todavia de reactivos quimicos y las
biotransformaciones actualmente presentan algunos retos. Un ejemplo es que, al producir
sintonas C22, también se acumulan esteroides C19, y viceversa. Esto disminuye el
rendimiento del proceso y dificulta las purificaciones posteriores. Por eso aun se requiere
o bien mejorar la productividad de las factorias celulares actuales, o bien buscar nuevas
rutas de biosintesis de estos esteroides.

Una alternativa para la produccion directa y bio-basada de progesterona es la
biotransformacion de esteroles utilizando los citocromos CYP450scc. Estos CYP450scc
hidroxilan la cadena lateral de los esteroles y la cortan, produciendo progesterona sin la
necesidad de emplear reactivos quimicos. Ademas de los CYP450scc animales, se han
descrito dos CYP450scc bacterianos provenientes de Novosphingobium aromaticivorans
y Novosphingobium subterraneum que poseen un gran potencial para la produccién de
progesterona a nivel industrial, pero cuya aplicabilidad no se ha estudiado en profundidad.

El aumento de la produccion y consumo de los esteroides con actividad hormonal
supone también un gran problema de contaminacion ambiental, ya que una vez liberados
al medioambiente presentan actividad disruptora endocrina (EDC) alterando el
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metabolismo y la reproduccion de los animales. Por ello es importante estudiar la
degradacidn bacteriana de los EDCs esteroideos con el objetivo de encontrar un método
eficaz para eliminarlos. En los Gltimos afios se han descrito las rutas de degradacion
bacteriana de algunos EDCs esteroideos como la testosterona o el estrogeno. Sin
embargo, la genética y la bioquimica de las rutas implicadas en la degradacion de la
progesterona no se han descrito.

La bacteria Caenibius tardaugens es un modelo interesante para estudiar las rutas
de degradacién de EDCs, ya que es capaz de degradar distintos compuestos esteroideos
como testosterona, estrogeno, progesterona y colesterol, entre otros, y gracias a la
disponibilidad de herramientas genéticas, permite estudiar en detalle el catabolismo de
esteroides con cadena lateral, como la progesterona, los acidos biliares y el colesterol o
sin cadena lateral como la testosterona o el estradiol.

Objetivos

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral es avanzar en el conocimiento del
metabolismo bacteriano de los esteroides para afrontar la produccion de nuevas sintonas
esteroideas en factorias celulares y conocer las rutas de degradacién de EDCs para utilizar
los microrganismos degradadores como posibles agentes biorremediadores.

Para cumplir este objetivo, al inicio de esta Tesis Doctoral se plantearon las
siguientes objetivos o tareas:

1. Producir progesterona y otras sintonas esteroideas de interés industrial mediante
fermentacion a partir de esteroles, utilizando M. smegmatis como factoria celular
y optimizar su produccién mediante el uso de la ingenieria genética.

2. Dilucidar la ruta de degradacion de la progesterona en C. tardaugens.

3. Dilucidar la ruta de degradacién del colesterol en C. tardaugens y establecer una
posible relacion con el catabolismo de la progesterona.

Resultados

Obijetivo 1. Produccién de progesterona y sintonas esteroideas en M. smegmatis

La produccion de sintonas C19 sin acumulacion de subproductos C22 se consiguio
mutando el gen MSMEG_6561, que codifica la aldolasa msSal, en la cepa MS6039-5941
de M. smegmatis productora de androstenediona.

Para mejorar la produccion de sintonas C22, se sobreexpresé el gen
MSMEG_6561 (msSal) junto con los genes MSMEG 6563 y MSMEG 1623, que
codifican las reductasas msRed y msOpccR respectivamente, en la cepa MS6039-5941-
5903 productora de 4-HBC.
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Se han desarrollado nuevas herramientas genéticas con el objetivo de controlar de
manera mas precisa la expresion de los genes homologos o heter6logos clonados en este
hospedador.

Se ha abordado la produccion de progesterona bio-basada a partir de esteroles
expresando el citocromo CYP450scc, la ferredoxina y la ferredoxina reductasa de N.
aromaticivorans, capaces de romper la cadena lateral del colesterol y la colestenona y
formar pregnenolona y progesterona, respectivamente, en la cepa ACyp12543-414242-
A12544 de M. smegmatis y se han ensayado distintas condiciones para optimizar la
biotransformacion.

Obijetivo 2. Estudio de la ruta de degradacion de la progesterona en C. tardaugens

El estudio comparativo del transcriptoma completo de C. tardaugens cultivado en
progesterona frente a testosterona permitio la identificacion del cluster génico pdc, una
agrupacion de genes con elevados niveles de expresion en presencia de progesterona entre
los que se encontraron las monooxigenasas BVMO y LLM codificadas por los genes
EGO55 13845 y EGO55 13860, respectivamente. La delecién simultdnea de ambos
genes impidio el crecimiento de C. tardaugens en progesterona. Mediante la realizacion
de ensayos enziméticos se demostrd que ambas monooxigenasas catalizan una oxidacién
de Baeyer-Villiger transformando la progesterona en acetato de testosterona, que ya
puede ser metabolizado por la ruta de la testosterona. Ademas, se comprobd que estas
monooxigenasas actlan también sobre otros esteroides con cadena lateral corta como la
1,2-dehidroprogesterona, la pregnenolona y la 21-hidroxiprogesterona.

Obijetivo 3. Estudio de la ruta de degradacion del colesterol en C. tardaugens

C. tardaugens es capaz de utilizar colesterol o colestenona como Unica fuente de
carbono y energia solamente cuando se suministran disueltos en ciclodextrinas. La
mutacién del gen EGO55_ 10200, que codifica un CYP450 y se encuentra inducido en
presencia de colesterol, impide el crecimiento de la bacteria en colesterol. Ademas, se ha
relacionado el metabolismo de la progesterona y del colesterol ya que la delecion de los
genes EGO55 13845 y EGO55 13860, involucrados en el catabolismo de la
progesterona, impide también el crecimiento de la cepa en presencia de colesterol, pero
este mutante es capaz de acumular 1,2-dehidroprogesterona. Todo ello sugiere que le
metabolismo del colesterol se realiza en esta bacteria por un nuevo mecanismo que
implica la transformacion del colesterol en pregnenolona/progesterona mediante un
CYP450scc.

Conclusiones

M. smegmatis es una factoria celular muy versatil para producir distintos tipos de
sintonas esteroideas. Se han identificado la aldolasa msSal codificada por el gen
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MSMEG_6561 y la reductasa msRed codificada por el gen MSMEG_6563 como
responsables de la formacion de 4-HBC. Asi, se ha conseguido mejorar la produccion de
androstenediona a partir de esteroles delecionando el gen MSMEG_6561 que codifica la
aldolasa msSal. Por otro lado, para aumentar la produccion de 4-HBC a partir de esteroles
en M. smegmatis, se ha hiperproducido la aldolasa msSal junto con las reductasas msRed
0 msOpccR, aunque no se evita completamente la acumulacion de esteroides C19 como
subproducto.

Se ha completado la coleccion del Golden Standard con el ori RSF1010 para
permitir la aplicacion de esta herramienta genética en micobacterias y la ampliacion de la
libreria de promotores, RBS, terminadores y sistemas inducibles.

La expresion heter6loga en M. smegmatis del CYP450scc, la ferredoxina y la
ferredoxina reductasa de N. aromaticivorans permite la produccion de progesterona bio-
basada en un solo paso a partir de esteroles.

En esta Tesis Doctoral se ha demostrado que C. tardaugens es capaz de utilizar la
progesterona como Unica fuente de carbono y energia expresando las monooxigenasas
BVMO y LLM codificadas por los genes EGO55 13845 y EGO55 13860,
respectivamente. La progesterona es degradada a través del catabolismo de la testosterona
al transformarse en acetato de testosterona por una oxidacion de Baeyer-Villiger
catalizada por ambas enzimas.

En C. tardaugens existe una nueva ruta de degradacién del colesterol que esta
conectada con el catabolismo de la progesterona, ya que el doble mutante de los genes
EGO55 13845 y EGO55 13860 implicados en la degradacién de la progesterona no es
capaz de crecer en colesterol y acumula el intermediario 1,2-dehidroprogesterona en
presencia de este esterol.
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Summary

Progesterone production by natural sterols fermentation using system
metabolic engineering

Introduction

Steroids present very diverse activities such as playing a structural role in cell
membranes like cholesterol or exhibiting hormonal activity like progesterone or cortisone
and they are included in the list of crucial drugs determined by the World Health
Organization (WHO). Specifically, progesterone and its derivatives are used as a
treatment for endometriosis or as a contraceptive and, moreover, progesterone can be used
as starting point for the production of other steroidal drugs, such as deoxycortisol and
hydrocortisone.

Progesterone is currently produced from the natural sterol called diosgenine
through 8 chemical steps, which results in a highly pollutant process with a considerably
low yield, generating the need to look for an alternative that reduces both its cost and
environmental impact. This situation opens up the possibility of using microorganisms
that perform all or part of the steroid production process in a more efficient and less
polluting way. Steroid semi-synthesis would first consist on a bacterial biotransformation
of the starting steroidal substrate (e.g., natural sterols) into an intermediate molecule, or
steroid synthon, and then obtain the drug of interest with fewer chemical steps.

An alternative semi-synthesis already applied on an industrial scale is the use of
mycobacteria, such as Mycolicibacterium smegmatis and other species, which transform
natural sterols into a C22 synthon called 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-en-3-one (4-
HBC) that, through only 2 chemical synthesis steps, allows us to obtain progesterone.
However, this production still requires chemical reagents and biotransformations
currently present some challenges. One example is that, when producing C22 synthons,
C19 steroids are also accumulated, and vice versa. This decreases the yield of the process
and makes subsequent purifications more difficult. Therefore, it is still necessary to either
improve the productivity of the current cell factories or to look for new biosynthesis
routes for these steroids.

An alternative for a direct and bio-based production of progesterone is the
biotransformation of sterols using CYP450scc cytochromes. These CYP450scc
hydroxylate the sterol side chain and cleave it, producing progesterone without the need
for chemical reagents. In addition to animal CYP450scc, two bacterial CYP450scc from
Novosphingobium aromaticivorans and Novosphingobium subterraneum have been
described with a great potential for the production of progesterone at the industrial level,
but their applicability has not been studied in depth.

The increase in the production and consumption of steroids with hormonal activity
is also a major environmental pollution problem, since, once released into the
environment, they present endocrine disrupting activity (EDC), altering the metabolism
and reproduction of animals. It is therefore important to study the bacterial degradation
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of steroidal EDCs in order to find an effective method to eliminate them. In recent years,
bacterial degradation pathways of some steroidal EDCs such as testosterone or estrogen
have been described. However, the genetics and biochemistry involved in the bacterial
progesterone degradation pathway have not been described.

The bacterium Caenibius tardaugens is an interesting model to study the
catabolism of EDCs, since it is able to degrade different steroid compounds such as
testosterone, estrogen, progesterone and cholesterol, among others and, thanks to the
availability of genetic tools functional in this strain, the metabolism of steroids with side
chain such as progesterone, bile acids and cholesterol or without side chain, such as
testosterone or estradiol can be studied in detail.

Objectives

The main objective of this Doctoral Thesis is to advance in the knowledge of the
bacterial metabolism of steroids in order to face the production of new steroid synthons
in cell factories and to know the EDCs degradation pathways to use the degrading
microorganisms as possible bioremediation agents.

Therefore, the following objectives or tasks were proposed at the beginning of this
Doctoral Thesis:

1. To produce progesterone and other steroid synthons of industrial interest by
sterols fermentation using M. smegmatis as a cell factory and to optimize their
production through the use of genetic engineering.

2. To elucidate the progesterone degradation pathway in C. tardaugens.

3. To elucidate the cholesterol degradation pathway in C. tardaugens and establish
a possible relationship with progesterone catabolism.

Results

Objective 1. Production of progesterone and steroid synthons in M. smegmatis

Production of C19 synthons without accumulation of C22 byproducts was
achieved by mutating the MSMEG_6561 gene, encoding the msSal aldolase, in the AD-
producing strain of M. smegmatis MS6039-5941.

To enhance the production of C22 synthons, the MSMEG_6561 (msSal) gene was
overexpressed together with the MSMEG_6563 and MSMEG_1623 genes, encoding the
reductases msRed and msOpccR, respectively, in the 4-HBC-producing strain MS6039-
5941-5903.

New genetic tools have been developed with the aim of a more precisely control
of the expression of homologous or heterologous genes cloned in this host.
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We addressed the production of bio-based progesterone from sterols by expressing
the cytochrome CYP450scc, the ferredoxin and the ferredoxin reductase from N.
aromaticivorans, capable of cleaving the side chain of cholesterol and cholestenone and
forming pregnenolone and progesterone, respectively, in the ACypl12543-A142A2-
A125A44 strain of M. smegmatis and different conditions were tested to optimize the
biotransformation.

Objective 2. Study of the progesterone degradation pathway in C. tardaugens

The comparative study of the complete transcriptome of C. tardaugens grown on
progesterone versus testosterone allowed the identification of the pdc gene cluster, a
group of genes with elevated expression levels in the presence of progesterone among
which the BVMO and LLM monooxygenases are encoded by the EGO55 13845 and
EGO55_13860 genes, respectively. Simultaneous deletion of both genes prevented the
growth of C. tardaugens on progesterone. By performing enzymatic assays, it was shown
that both monooxygenases catalyze a Baeyer-Villiger oxidation, transforming
progesterone into testosterone acetate which can now be metabolized by the testosterone
pathway. In addition, these monooxygenases were also able to transform other short side-
chain steroids such as 1,2-dehydroprogesterone, pregnenolone and 21-
hydroxyprogesterone.

Obijective 3. Study of the cholesterol degradation pathway in C. tardaugens

C. tardaugens is able to use cholesterol or cholestenone as carbon and energy
source only when supplied dissolved in cyclodextrins. Mutation of the EGO55 10200
gene, which encodes a CYP450 and is induced in the presence of cholesterol, prevents
the growth of the bacterium on cholesterol. In addition, progesterone and cholesterol
metabolism were found to be linked since the deletion of the EGO55 13845 and
EGO55_13860 genes, involved in the progesterone catabolism, also prevents the growth
of the strain in the presence of cholesterol, and this mutant is able to accumulate 1,2-
dehydroprogesterone. This suggests that cholesterol metabolism is carried out in this
bacterium by a new mechanism involving the transformation of cholesterol into
pregnenolone/progesterone by a CYP450scc.

Conclusions

M. smegmatis is a very versatile cell factory for producing different types of
steroid synthons. The aldolase msSal encoded by the MSMEG_6561 gene and the
reductase msRed encoded by the MSMEG_6563 gene have been identified as responsible
for the formation of 4-HBC. Thus, the production of androstenedione from sterols has
been improved by deleting the MSMEG_6561 gene encoding msSal. On the other hand,
to increase the production of 4-HBC from sterols in M. smegmatis, msSal has been
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hyperproduced together with the reductases msRed or msOpccR, although the
accumulation of C19 steroids as by-product is not completely prevented.

The Golden Standard collection has been completed with the ori RSF1010 that
allows the application of this genetic tool in mycobacteria and the expansion of the library
of promoters, RBSs, terminators and inducible systems.

Heterologous expression in M. smegmatis of the CYP450scc, the ferredoxin and
the ferredoxin reductase from N. aromaticivorans allows the production of bio-based
progesterone in a single step from sterols.

In this Doctoral Thesis it has been demonstrated that C. tardaugens is able to
utilize progesterone as a sole source of carbon and energy by expressing the
monooxygenases BVMO and LLM, encoded by the genes EGO55 13845 and
EGO55 13860, respectively. Progesterone is degraded through the testosterone
catabolism since it is transformed into testosterone acetate by a Baeyer-Villiger oxidation
catalyzed by both enzymes.

A novel cholesterol degradation pathway that is connected to the progesterone
catabolism occurs in C. tardaugens, since the double mutant strain of EGO55_13845 and
EGO55_ 13860 genes involved in progesterone degradation is not able to grow in
cholesterol and accumulates the 1,2-dehydroprogesterone intermediate in the presence of
this sterol.
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1. Introduccidn a los esteroides

Los esteroides son un grupo muy diverso de compuestos organicos con multiples
funciones bioldgicas y con interés medioambiental e industrial. Los esteroides son lipidos
triterpenoides tetraciclicos con una estructura central comun de 17 atomos de carbono
conocida como ciclopentanoperhidrofenantreno, dividida en 3 ciclohexanos llamados
anillos A, B y C, y un ciclopentano denominado anillo D (Fig. 11). En funcién de los
distintos grupos funcionales que presenten (grupos metilo, hidroxilo, cetona o cadenas
alifaticas) y la posicion de estos en la molécula (en C3, C11 o C17, entre otros), estos
compuestos poseen diferentes funciones bioldgicas (Nelson et al., 2013). En esta familia
de compuestos podemos encontrar los esteroles, los &cidos biliares, las hormonas
esteroideas, derivados de la vitamina D o las saponinas, de las que a su vez derivan las
sapogeninas (Oliveray Luengo, 2019).

Glucocorticoides  Mineralocorticoides

Cortisol Aldosterona

B

Progesterona Norgestrel

Colesterol m[i-sitosterol >Campesterol

souabelsaboad

Ergosterol Estigmasterol
- A >
>
0e OO
! I ‘B
Sales biliares y ) ‘a : @
Testosterona Acetato de testosterona §

Acido célico Acido desoxicélico Estrona Etinilestradiol

souafou1s3

Figura I1. Estructura quimica de distintos esteroides.

1.1. Esteroles

Los esteroles son un tipo de esteroides caracterizado por presentar un grupo
hidroxilo en C3 y una cadena lateral de al menos 8 carbonos en C17. Estos compuestos
se encuentran muy distribuidos en la naturaleza entre distintos organismos y entre ellos
podemos destacar el colesterol de las células animales, el ergosterol de levaduras y
hongos filamentosos y los fitoesteroles de las celulas vegetales, y cada uno se diferencia
segun el tipo de cadena alifatica en C17 y la posicion de los dobles enlaces (Fig. 11) (Parsi
y Gorecki, 2006; Piironen et al., 2000). La funcion general de estos esteroles consiste en
conferir estabilidad e impermeabilidad a las células eucariotas, siendo por tanto un
componente esencial de esta estructura celular (Nelson et al., 2013). A pesar de que la
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biosintesis de estos compuestos se ha considerado un sello de identidad de los organismos
eucariotas, se conocen varios casos de sintesis de esteroles (modificados o no) en
bacterias metanotréficas como Methylococcus capsulatus (Bird et al., 1971; Lamb et al.,
2007), en diversas mixobacterias (Garcia et al., 2014; Gawas et al., 2011; Kohl et al.,
1983) 0 en Gemmata obscuriglobus (Pearson et al., 2003).

El colesterol es un esterol con 27 atomos de carbono que no solo actia como
agente estabilizante de membranas, sino que es el precursor de las hormonas esteroideas,
acidos biliares y de la vitamina D en animales (Bjorkhem y Eggertsen, 2001; Miller,
1988). Este esterol se puede ingerir a traves de la dieta, pero también se sintetiza de novo
al condensar acetil-CoA en el triterpeno escualeno, que a su vez se cicla dando lanosterol
(Nelson et al., 2013). Los mamiferos no presentan las enzimas necesarias para degradar
la estructura central del colesterol de modo que un exceso de este esterol se excreta a
través de la bilis (Bjorkhem y Eggertsen, 2001). Por esta razon el colesterol o su derivado,
el coprostanol, se pueden utilizar como un indicador de contaminacién antropogénica en
aguas (Frena et al., 2016; Froehner y Sanez, 2013; Harrault et al., 2019).

Los esteroles de plantas son los fitoesteroles y los representantes mas comunes
son el B-sitosterol, el estigmasterol y el campesterol. Los tres se diferencian del colesterol
por presentar un grupo etilo o metilo en C24 o un doble enlace entre C22-C23 (Fig. 11)
(Piironen et al., 2000). Estos esteroles también derivan del escualeno y sirven ademas
como punto de partida para la sintesis de glicoalcaloides, cardenolidos y saponinas
(Piironen et al., 2000).

1.2. Hormonas esteroideas

Las hormonas esteroideas de mamiferos se pueden dividir segun el 6rgano en el
que se produzcan. En la corteza de la glandula adrenal se producen los
mineralocorticoides como la aldosterona, encargados de controlar la reabsorcion de iones
inorganicos en el rifion, y los glucocorticoides como el cortisol (Fig. 11), involucrados en
la regulacion de la gluconeogénesis y en el control de la respuesta inmune. Por otro lado,
las hormonas sexuales se producen en las gonadas masculinas y femeninas y en la
placenta, dividiéndose en andrégenos como la testosterona, estrogenos como el estradiol
y progestagenos como la progesterona (Fig. 11). Todos ellos estan involucrados en la
regulacion del ciclo reproductivo, el desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y
en la formaciéon de los gametos (Nelson et al., 2013). Aparte de estas hormonas sexuales
de origen natural, en clinica se utilizan derivados sintéticos de andrdgenos, estrogenos y
progestagenos con actividad endocrina mejorada, como el acetato de testosterona, el
cipionato de testosterona, el etinilestradiol o el norgestrel, entre otros (Fig. 11) (Cagnacci
etal., 2025).

Todas las hormonas esteroideas son efectivas a muy baja concentracion y por eso
se sintetizan en bajas cantidades en el organismo. Estos esteroides se forman a partir del
colesterol en un proceso denominado esteroidogénesis en el que la cadena lateral se
elimina de forma total o parcial y el nucleo esteroideo sufre hidroxilaciones o
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deshidrogenaciones (Nelson et al., 2013; Toor y Sikka, 2017). El citocromo CYP11A1 es
un CYP450scc (del inglés side chain cleavage) que se encuentra en la membrana
mitocondrial de mamiferos y actla junto a la adrenodoxina (Adx) y la adrenodoxina
reductasa (AdxR) formando el sistema colesterol hidroxilasa/liasa (CH/L). Este sistema
primero hidroxila el C22 del colesterol, originando el 22R-hidroxicolesterol (22-OHCHO),
y después el C20, obteniendo asi el 20R,22R-dihidroxicolesterol (20,22-dOHCHO)
(Slominski et al., 2015; Strushkevich et al., 2011). Esta molécula sufre a continuacion
una rotura oxidativa generando la pregnenolona y el aldehido isocaproal (Fig. 12). Una
vez sintetizada, la pregnenolona es el precursor del resto de hormonas esteroideas,
pudiendo ser oxidada y formar progestagenos, hidroxilada para generar los
mineralocorticoides y los glucocorticoides o puede perder su cadena lateral para formar
androgenos y estrégenos (Toor y Sikka, 2017). No se ha descrito todavia la degradacién
completa de estas hormonas en mamiferos, de forma que sufren algunas modificaciones
estructurales, como puede ser la conjugacion con acido glucurénico o con sulfato, para
ser excretadas por las heces a través de la bilis o por la orina (Nelson et al., 2013).

HO
Colesterol

MEM

MIM

Pregnenolona Isocaproal

22-OHCHO 20,22-dOHCHO

Figura 12. Esquema de la actividad colesterol hidroxilasa/liasa del CYP11Al. MEM:
membrana externa mitocondrial; MIM: membrana interna mitocondrial; AdxR: adrenodoxina
reductasa; Adx: adrenodoxina; 22-OHCHO: 22R-hidroxicolesterol; 20,22-dOHCHO: 20R,22R-
dihidroxicolesterol.
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1.3. Los esteroides en la industria farmaceéutica

Los esteroides participan en una gran variedad de procesos fisioldgicos y por tanto
se pueden utilizar para el tratamiento y prevencion de enfermedades relacionadas con la
endocrinologia, la reumatologia, la inmunologia o la oncologia (Donova y Egorova,
2012). Distintos tipos de cancer de colon, enfermedades neurodegenerativas, el shock
anafiléctico, terapias de remplazamiento hormonal o la inhibicidon de la integrasa del VIH
se tratan con farmacos esteroideos (Donova y Egorova, 2012). Este hecho ha
incrementado el interés de la industria farmacéutica por los esteroides, de forma que
actualmente constituyen el tipo de farmaco més vendido junto con los antibidticos, con
unos ingresos de 3451 millones de USD en 2024 y con expectativas de seguir aumentando
los proximos afios (Donova, 2018; “Steroids Market size was USD 3451.2 million in
2024, 2024).

Mas de 300 farmacos esteroideos han sido aprobados para su uso en clinicay entre
ellos podemos encontrar agentes antitumorales, antiinflamatorios, antimicrobianos,
anticonceptivos, inmunosupresores, diuréticos o anabodlicos (Donova, 2018). La
Organizacién Mundial de la Salud en 2023 publicé una lista de farmacos que se
consideran esenciales para la poblacion y cuya disponibilidad y calidad debe estar
asegurada. En esta lista podemos encontrar glucocorticoides como la dexametasona,
usada para tratar el COVID-19, y progestdgenos como la progesterona o la
medroxiprogesterona, ampliamente utilizados como anticonceptivos o para el tratamiento
de la amenorrea (“WHO Model List of Essential Medicines - 23rd list,” 2023). La
mayoria de estos compuestos activos se producen mediante sintesis quimica, sin embargo,
actualmente se conoce el potencial de las biotransformaciones microbianas en la sintesis
de compuestos esteroideos, observandose una expansion en la aplicacion de estos
procesos (Donova y Egorova, 2012). En esta Tesis Doctoral se abordara asi la
biotransformacion de esteroles para la produccién microbiana de progesterona y de uno
de sus precursores con interés industrial: el 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona (4-
HBC).

2. Biotecnologia de los esteroides

La sintesis quimica de los esteroides necesita la aplicacion de altas temperaturas
y reactivos contaminantes para el medioambiente, ademas de tener bajos rendimientos y
ocasionar ciertos problemas por la falta de estereoselectividad del proceso. Estos factores
elevan el coste del proceso y hacen que requiera una mayor cantidad de sustrato, con un
mayor consumo de recursos naturales (Donovay Egorova, 2012). Un ejemplo de este tipo
de sintesis es la llamada degradacion Marker. En esta reaccion quimica, el sustrato de
partida es la diosgenina, una sapogenina obtenida de las plantas que se somete a 3 pasos
quimicos con CrOsy 200 °C, para formar el acetato de 16-dehidropregnenolona (Hanson,
2005; Laveaga, 2005; Peng et al., 2021). Este intermediario, a continuacion, se utiliza
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para producir otros esteroides de interés. Por ejemplo, para la produccion de progesterona,
el acetato de 16-dehidropregnenolona se debe someter a 5 pasos més de sintesis quimica
con un rendimiento del 50% (Fig. 13) (Peng et al., 2021).
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Figura 13. Sintesis quimica de progesterona a través de la degradacion Marker (rojo) o a
partir de intermediarios de biotransformacion de esteroles (azul). 16-dPREG-Ac: acetato de
16-dehidropregnenolona; PREG: pregnenolona; PROG: progesterona; 4-HBC: 22-hidroxi-23,24-
bisnorcol-4-en-3-ona; 3-OPA: (20S)-3-oxopregn-4-en-20-carboxaldehido. Adaptada de (Peng et
al., 2021).

Las biotransformaciones bacterianas constituyen una importante herramienta para
conseguir intermediarios esteroideos, ya que no solo permiten conseguir una
funcionalizacion de la molécula de forma regio- y estéreo-selectiva, sino que también
permite completar varias reacciones en un unico paso, reduciendo asi la dependencia a
los reactivos quimicos y el empleo de condiciones menos extremas. Ademas, los
microorganismos se pueden modificar para construir nuevas rutas metabolicas que
permitan disefiar nuevos esteroides a la carte (Donovay Egorova, 2012). Un ejemplo que
remarca la importancia de la aplicacion de las biotransformaciones microbianas es la
sintesis de cortisona. En este proceso se requerian 615 g de acido desoxicolico,
proveniente de la bilis de res, para producir tan solo 1 g de cortisona después de 31 pasos
de sintesis quimica. Sin embargo, tras la introduccion de unos pasos de biotransformacién
con Rhizopus arrhizus ATCC 11145y Aspergillus niger ATCC 9142, el proceso se redujo
a 11 pasos de sintesis quimica disminuyendo los costes de produccion de 200 USD a 1
USD (Carballeira et al., 2009). Otra aproximacion para la produccion de esteroides que
combina una semisintesis quimica y microbiana es la produccion de progesterona a partir
de 4-HBC, que se obtiene mediante biotransformacion microbiana de esteroles y despues,
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con tan solo 2 pasos de sintesis quimica, se obtiene la progesterona (Fig. 13) (Peng et al.,
2021). Esta ruta de sintesis alternativa resulta mas econdémica y respetuosa con el
medioambiente.

2.1. Metabolismo microbiano de los esteroles

Para poder aplicar los microorganismos de una manera racional en los procesos
biotecnélogos de biotransformacion para la produccion de esteroides, es de gran
importancia conocer el metabolismo de los compuestos que se van a utilizar como
sustratos y su regulacion. El conocimiento actual de la degradacion bacteriana de esteroles
desarrollado sobre todo en los Gltimos afios se detalla a continuacion.

2.1.1. Transporte, catabolismo y regulacion en actinobacterias

Las actinobacterias son un filo de bacterias Gram positivas caracterizadas por
tener un alto contenido en GC en su genoma. Entre ellas podemos encontrar diferentes
géneros como Mycobacterium, Mycolicibacterium, Rhodococcus, Nocardia,
Arthrobacter, Corynebacterium o Gordonia y muchos de ellos presentan especies
capaces de degradar total o parcialmente diversos esteroles (Arima et al., 1969; Brown y
Peterson, 1966; Chipley et al., 1975; Ferreira y Tracey, 1984; Martin, 1977; Tak, 1942).

Tanto el transporte del colesterol al interior celular como su catabolismo y su
regulacién se han descrito con gran precision sobre todo en las bacterias modelo
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, Mycolicibacterium smegmatis mc?155 vy
Rhodococcus jostii RHAL, principalmente porque este metabolismo es de gran
importancia en la patogénesis de M. tuberculosis (Pandey y Sassetti, 2008). Estas
bacterias se caracterizan por presentar una capa de acidos micélicos en su envuelta celular
y se ha propuesto que requieren de un transporte especializado que salve esta barrera. Esta
actividad se consigue gracias a un sistema del tipo MCE (del inglés mammalian cell entry)
que se encuentra codificado en el operdn mce4 descrito en M. tuberculosis H37Rv
(Pandey y Sassetti, 2008), M. smegmatis mc? 155 (Garcia-Fernandez et al., 2017b) y R.
jostii RHA1 (Mohn et al., 2008). En este operon se encuentran 10 genes que codifican
transportadores del tipo ABC, junto con dos proteinas transmembrana que actlan como
una permeasa Yy diversas proteinas encargadas de la union y translocacion del sustrato
(Garcia-Fernandez et al., 2017b; Pandey y Sassetti, 2008). Estos genes se encuentran
inducidos en presencia de colesterol y la mutacion de algunos o de todos ellos impide el
crecimiento en colesterol de M. smegmatis y R. jostii (Garcia-Fernandez et al., 2017b;
Kendall et al., 2007; Mohn et al., 2008). En el caso de M. tuberculosis, en cambio,
mutantes en el oper6n mce4 solo disminuyen su velocidad de crecimiento en este esterol,
sugiriendo la actividad de un sistema de transporte alternativo desconocido en esta
bacteria (Pandey y Sassetti, 2008).
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Una vez el colesterol accede al interior celular, comienza su catabolismo aerobio
descrito en la Figura 14. Este metabolismo se divide en dos eventos principales: la
degradacion de la cadena lateral y la apertura de los anillos del ndcleo esteroideo.
Comenzando con la degradacion de la cadena lateral, el colesterol se transforma primero
en colestenona al oxidarse el grupo hidroxilo del C3 e isomerizar el doble enlace. Esta
reaccion esta catalizada por colesterol oxidasas (ChOx) o por 3B-hidroxi-A®-esteroide
deshidrogenasa/isomerasas (33-HSD), que es la actividad principal encontrada en M.
smegmatis codificada por los genes MSMEG_5228 y MSMEG_5233 (Brzostek et al.,
2013; Fernandez de Las Heras et al., 2014; Uhia et al., 2011; Yang et al., 2007). Una vez
obtenida la colestenona, o de manera simultanea, se requiere oxidar la cadena lateral para
activarla y comenzar su degradacién. Son dos CYP450, el CYP125A3 y el CYP142A2,
los que oxidan el C27 dando lugar al acido colest-4-en-3-ona-26-oico, que ya puede entrar
en 3 ciclos similares a la B-oxidacion de los &cidos grasos para metabolizar
completamente la cadena lateral (Garcia-Fernandez et al., 2013; Ouellet et al., 2010;
Rostoniec et al., 2009). En el primer ciclo, la cadena lateral se activa uniendo una
molécula de CoA al nuevo grupo carboxilo por la enzima esteroide-CoA ligasa FadD19
(Wilbrink et al.,, 2011), para poder a continuacion ser deshidrogenada por la
deshidrogenasa ChsE4-Chse5 y luego hidratada por la enoil-CoA hidratasa ChsH1-
ChsH2, obteniendo finalmente 24-hidroxi-3-oxocolest-4-en-26-0il-CoA (Thomas et al.,
2011; Thomas y Sampson, 2013; Yang et al., 2015, 2014). Esta nueva molécula es
oxidada, aunque se desconoce la enzima involucrada en este paso. En M. tuberculosis se
ha propuesto la deshidrogenasa codificada por el gen Rv3502c, generando 3,24-
dioxocolest-4-en-26-0il-CoA, que es sustrato de la tiolasa FadA5 obteniendo asi una
molécula de propionil-CoA y 3-oxocolest-4-en-24-0il-CoA (Griffin et al., 2012; Nesbitt
et al., 2010; Schaefer et al., 2015; Wipperman et al., 2013).

En el segundo ciclo vuelven a actuar una acil-CoA deshidrogenasa ChsE3 junto
con una enoil-CoA hidratasa, todavia desconocida, obteniendo 22-hidroxi-3-oxo-colest-
4-en-24-carboxil-CoA (22-OH-BCN-CoA). Este intermediario es sustrato de la -
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa Hsd4A, codificada por el gen MSMEG_5903 en M.
smegmatis, y forma el compuesto 3,22-dioxo-colest-4-en-24-carboxil-CoA (22-OBNC-
CoA) (Xu et al., 2016; Yang et al., 2015). Se ha propuesto que la tiolasa FadA5 vuelve a
actuar y libera una molécula de acetil-CoA y genera 3-oxo-pregne-20-carboxil-CoA,
acabando con el segundo ciclo de B-oxidacion (Griffin et al., 2012; Nesbitt et al., 2010;
Schaefer et al., 2015).

El tercer y ultimo ciclo de B-oxidacion es similar al primero, actuando la
deshidrogenasa ChsE2-ChsEl y la hidratasa ChsH2-ChsH1 y acaba con una rotura
retroalddlica entre los ultimos carbonos de la cadena lateral por la enzima Ltp2 (Thomas
et al., 2011; Yang et al., 2015). Los productos finales obtenidos son otra molécula de
propionil-CoAy el 17-cetoesteroide Ilamado 4-androsten-3,17-diona (AD), caracterizado
por tener un grupo ceto en el C17 donde antes se encontraba la cadena lateral (Fig. 14).
Este AD es un esteroide C19 de gran interés en la industria esteroidea y cuya importancia
se desarrollara mas adelante en el apartado 2.2.
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Figura 14. Metabolismo aerdbico del colesterol en actinobacterias. Los compuestos son: (1)
colesterol; (2) colestenona; (3) acido colest-4-en-3-ona-26-o0ico; (4) colest-4-en-3-ona-26-oil-
CoA; (5) 3-oxocolest-4,24-dien-26-0il-CoA; (6) 24-hidroxi-3-oxocolest-4-en-26-0il-CoA; (7)
3,24-dioxocolest-4-en-26-0il-CoA; (8) 3-oxocolest-4-en-24-0il-CoA,; (9) 3-oxocolest-4,22-dien-
24-0il-CoA; (10) 22-hidroxi-3-oxo-colest-4-en-24-carboxil-CoA; (11) (20S)-3-oxopregn-4-en-
20-carboxaldehido; (12) 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona; (13) 3,22-dioxo-colest-4-en-24-
carboxil-CoA; (14) 3-oxo-pregne-20-carboxil-CoA; (15) 3-oxo-4,17-pregnadiene-20-carboxil-
CoA; (16) 17-hidroxi-3-oxo-4-pregnane-20-carboxil-CoA; (17) 4-androsten-3,17-diona; (18)
1,4-androstadien-3,17-diona; (19) 9a-hidroxi-1,4-androstadien-3,17-diona; (20) 3-hidroxi-9,10-
secoandrosta-1,3,5(10)-trien-9,17-diona; (21) dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-oico. Las
enzimas son 3B-HSD: 3B-hidroxi-A5-esteroide deshidrogenasa/isomerasa; ChOx: colesterol
oxidasa; CYP125A3: citocromo P450 125A3; CYP142A2: citocromo P450 142A2; FadD19:
esteroide-CoA ligasa; ChsE4-ChsES: acil-CoA deshidrogenasa; ChsH2-ChsH1: enoil-CoA
hidratasa; DH: deshidrogenasa; FadA5: tiolasa; ChsE3: acil-CoA deshidrogenasa; Hsd4A: -
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa; msSal: aldolasa; msRed: reductasa; mnOpccR/msOpccR: acil-
CoA reductasa; ChsE2-ChsEl: acil-CoA deshidrogenasa; Ltp2: acil-CoA liasa; KstD: 3-
cetoesteroide-Al-deshidrogenasa; KshAB: cetoesteroide-9a-hidroxilasa; HsaABCD:
(di)oxigenasas.

Cabe destacar que en los Gltimos afios se ha descrito una ruta alternativa en la
degradacion del colesterol en micobacterias, denominada ruta del 4-HBC, en la que la
cadena lateral no se degrada por completo. Esta ruta empezaria en el 22-hidroxi-3-oxo-
colest-4-en-24-carboxil-CoA (22-OH-BCN-CoA) y acabaria en el esteroide C22 4-HBC,
que presenta una pequefia cadena alifatica hidroxilada en C17 (Fig. 14). El 4-HBC es una
sintona C22 de interés ya que se puede utilizar como punto de partida para la produccién
de progesterona. Al inicio de esta Tesis Doctoral, se desconocian las enzimas
involucradas en este metabolismo. Peng et al. (2021) estudiaron la reduccion del (20S)-
3-oxopregn-4-en-20-carboxaldehido (3-OPA) a 4-HBC por la reductasa mnOpccR y
propusieron que el 3-OPA se produce tras una eliminacién retroaldélica del 22-OH-BCN-
CoA. En esta Tesis Doctoral se describen la aldolasa msSal y la reductasa msRed
involucradas en este metabolismo en M. smegmatis, encargadas de realizar la eliminacion
retroalddlica y la posterior reduccién, respectivamente (Hernandez-Fernandez et al.,
2024; Hernandez-Fernandez et al., 2023). Méas adelante, Zhao et al. (2023) describieron
en Mycolicibacterium neoaurum la aldolasa Atf homdloga a msSal.

La degradacion aerdbica de los esteroides C19 continda con una ruta metabolica
comun denominada ruta 9,10-seco y cuyo objetivo es la apertura de los anillos esteroideos
(Fig. 14) (Bergstrand et al., 2016). EI AD es deshidrogenado por una 3-cetoesteroide-A’-
deshidrogenasa (KstD) para formar 1,4-androstadien-3,17-diona (ADD). En M.
smegmatis hay 6 genes que codifican esta enzima (kstD1, 2, 3, 4, 5y 6), sin embargo,
solo kstD1 (MSMEG_5941) actta en el metabolismo del colesterol (Galan et al., 2017).
Sobre el AD también actua la cetoesteroide-9a-hidroxilasa KshAB, una hidroxilasa de
dos componentes que produce 9a-hidroxi-1,4-androstadien-3,17-diona (9-OHAD). El
componente oxigenasa de esta enzima es KshA, mientras que el componente reductasa es
KshB. En M. smegmatis hay dos genes que codifican dos posibles KshA (MSMEG_2870
y MSMEG _5925) y otros dos que codifican dos posibles KshB (MSMEG_2893 y
MSMEG_6039) (Galan et al., 2017). Cuando las dos actividades deshidrogenasa e
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hidroxilasa actian sobre la misma molécula, se genera un compuesto inestable que, de
forma esponténea, abre el anillo B y se obtiene 3-hidroxi-9,10-secoandrosta-1,3,5(10)-
trien-9,17-diona (3-HSA) (Fig. 14). Para abrir el anillo A de esta molécula, este se
hidroxila primero por la enzima oxigenasa HsaAB vy, posteriormente, por la meta-
extradiol dioxigenasa HsaC se genera el é&cido 4,5,9,10-diseco-3-hidroxi-5,9,17-
trioxoandrosta-1(10),2-dien-4-oico (4,9-DSHA) (Dresen et al., 2010; Yam et al., 2009).
Finalmente, este compuesto se hidroliza por la HsaD y se obtiene 2-hidroxihexa-2,4-
dienoico (HHD) y dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-oico (HIP) (Lack et al., 2008,
2010). Ambos compuestos acaban entrando en las rutas centrales del metabolismo
bacteriano degradadndose por completo el esqueleto central esteroideo (Horinouchi et al.,
2005; Kieslich, 1985; van der Geize et al., 2011).

La expresion de todas las proteinas involucradas en el transporte y las enzimas
catabolicas del colesterol requiere una gran cantidad de energia, de forma que el catabolén
del colesterol se encuentra altamente regulado por los represores transcripcionales KstR
y KstR2. Estos reguladores son unos represores de la familia TetR y se encuentran muy
bien estudiados en M. smegmatis, M. tuberculosis y R. jostii RHAL (Kendall et al., 2007;
Uhia et al., 2011). El represor KstR se encarga de controlar la expresion del regulon kstR
en donde se encuentan 83 genes involucrados en el transporte y la ruta alta y central de la
degradacion del colesterol. Su secuencia operadora se ha identificado como
TnnAACNNGTTnnA y se ha comprobado que su inductor es el &cido 4-colesten-3-ona-
26-0il-CoA (Garcia-Fernandez et al., 2014; Ho et al., 2016; Uhia et al., 2011). El regulon
kstR2 a su vez esta regulado por el represor KstR2 y controla la expresion de 15 genes
catabolicos implicados en la ruta baja del colesterol. Se sabe que el HIP-CoA es el
inductor del represor (Casabon et al., 2013) y su secuencia operadora es
AANCAAGNNCTTGNTT (Garcia-Ferndndez et al., 2015). Recientemente se ha descrito
un tercer regulador en M. neoaurum, denominado KstR3, que aparentemente reprime la
expresion del cluster HBC involucrado en el metabolismo del 4-HBC, sin embargo, se
desconoce tanto su inductor como la regién operadora (Zhao et al., 2023).

2.1.2. Metabolismo del colesterol en bacterias Gram negativas

La ruta catabolica del colesterol descrita en actinobacterias no se encuentra en su
totalidad presente en las bacterias Gram negativas capaces de degradar esteroles. Las
primeras reacciones observadas en este tipo de bacterias son la transformacion anaerobia
de colesterol a coprostanol por bacterias intestinales (Freier et al., 1994; Li et al., 1995),
aungue ninguna de ellas era capaz de mineralizar el colesterol o el coprostanol. Otra
modificacion del colesterol que se ha descrito es la que llevan a cabo dos CYP450scc de
Novosphingobium aromaticivorans y Novosphingobium subterraneum (YYamagishi et al.,
2011). En este caso, ambos CYP450scc son capaces de cortar la cadena lateral del
colesterol y obtener asi pregnenolona, de igual forma que sucede con el CYP11Al de
mamiferos. Esta actividad CH/L seria la primera detectada en CYP450scc bacterianos.
Sin embargo, esta reaccion solo se ha observado in vitro y la capacidad de estas especies
de degradar colesterol no se ha comprobado.
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Por el momento, solo se han descrito dos bacterias Gram negativas, pertenecientes
al grupo de las -proteobacterias, capaces de crecer en presencia de colesterol como Gnica
fuente de carbono y de energia, tanto en condiciones anaerobias como aerobias:
Sterolibacterium denitrificans DSM13999 y 72Chol DSM12783 (no clasificada) (Harder
y Probian, 1997; Lin et al., 2015; Tarlera y Denner, 2003; Wang et al., 2013a).

En este metabolismo, esquematizado en la Figura 15, el colesterol se oxida y se
isomeriza a colestenona por la colesterol deshidrogenasa/isomerasa ACmA que, a
continuacion, se oxida a colesta-1,4-dien-3-ona por la colestenona-Al-deshidrogenasa
AcmB (Chiang et al.,, 2008b, 2008a). Tras 4 pasos de hidroxilaciones Yy
deshidrogenaciones para activar la cadena lateral, se obtiene desmost-1,4-diene-3-ona-
CoA (Jacoby et al., 2020; Warnke et al., 2017). A partir de aqui comienza la degradacion
de la cadena lateral de una forma similar a la observada en actinobacterias en la que en
cada ciclo de B-oxidacion actuan diferentes CoA ligasas, deshidrogenasas, hidratasas y
aldolasas hasta acabar con un grupo ceto en C17 formando ADD (Wang et al., 2013b;
Warnke et al., 2018, 2017). Este intermediario entra ahora en la ruta 2,3-seco, en vez de
la previamente descrita 9,10-seco. Esta ruta es utilizada también en la degradacion de
androgenos como la testosterona y se caracteriza por ser un metabolismo anaerobio, en el
que primero el anillo A se abre tras una serie de hidroxilaciones donde el agua actia como
donador de 4&tomos de oxigeno y se forma 1,17-dioxo-2,3-secoandrostan-3-oico (DSAOQ)
(Chiang et al., 2008b; Wang et al., 2013b). Se desconocen las siguientes reacciones que
contintan con la mineralizaciéon de DSAO, pero si que se ha detectado HIP como
intermediario de esta ruta, por lo que se propone que entraria al metabolismo central de
igual forma que se ha observado en la ruta 9,10-seco (Warnke et al., 2018, 2017).

Degradacion
cadena lateral

oo + )

Androstan-1,3,17-diona Androst-1-hidroxi- Androst-1-en-

3,17-diona 3,17-diona ADD

> —_—> > Metabolismo
o central
COOH
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Figura I5. Ruta de degradacion anaerobia del colesterol de S. denitrificans. CHO: colesterol;
CHONA: colestenona; CDO: colesta-1,4-dien-3-ona; DDO-26-CoA: derivado CoA del acido
DDO-26-o0ico; ADD: 1,4-androstadien-3,17-diona; DSAO: &cido 1,17-dioxo-2,3-seco-androstan-
3-oico; HIP: dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-0ico; ACmA: colesterol
deshidrogenasa/isomerasa; AcmB: colestenona-Al-deshidrogenasa; S25DH: esteroide C-25
deshidrogenasa; S26DH: esteroide C26 deshidrogenasa; C26-ALDH: C-26 aldehido
deshidrogenasa.

2.2. Produccién microbiana de sintonas esteroideas

Estos estudios metabolicos permiten conocer cuales son los intermediarios
esteroideos que son de potencial interés industrial. Este tipo de moléculas se denominan
sintonas. El uso de cepas silvestres no suele dar buen resultado a la hora de producir estas
sintonas ya que se obtiene una mezcla de productos o no se evita la completa degradacion
del nucleo de los esteroides (Donova y Egorova, 2012). Por eso, utilizar las herramientas
genéticas desarrolladas para cada tipo de bacteria permite obtener distintos mutantes que
acumulan las sintonas deseadas.

Para la produccion industrial de esteroides, se han empleado las sapogeninas como
materia prima durante décadas, como es el caso de la degradacion Marker descrita
anteriormente. El uso de este sustrato genera algunos problemas, como el agotamiento de
recursos vegetales silvestres o altos costes (Tong y Dong, 2009; Wang et al., 2011). Por
otro lado, los controles de calidad requeridos para utilizar cualquier materia prima de
origen animal dificultan el uso del colesterol, obtenido de aceites y grasas animales, como
sustitutivo de las sapogeninas (Fernandes et al., 2003; Malaviya y Gomes, 2008). Es por
eso que los fitoesteroles se plantean como una verdadera alternativa mas barata,
empleandose actualmente como sustrato. Los fitoesteroles pueden ser biotransformados
por distintas bacterias y se pueden obtener de deshechos agricolas o industriales, como
por ejemplo residuos de la industria papelera o de la soja, lo que incluye este proceso en
una economia circular mas sostenible (Donova, 2021).

La produccion de las sintonas esteroideas C19, como el AD, o las C22, como el
4-HBC, son el principal objetivo de la industria de esteroides, ya que sirven como punto
de partida para sintetizar una gran diversidad de farmacos (Fig. 16). Estas sintonas se
pueden conseguir biotransformando fitoesteroles para luego, mediante procesos de
sintesis quimica, ser modificados. Asi, el AD se utiliza como precursor de andrdgenos,
estrégenos o glucocorticoides y el 4-HBC se utiliza para la sintesis de progestagenos
(Donova, 2021). La produccion de AD, ADD o 9-OHAD mediante biotransformaciones
ya se ha implementado a escala industrial en varios paises como Espafia, EEUU,
Alemania, China e India, y el mercado de AD/ADD esta valorado en 1000 millones de
USD anuales (Donova, 2021; Donova y Egorova, 2012).
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Figura 16. Estructura de las sintonas C19 y C22 y los farmacos esteroideos que se pueden
sintetizar con ellas. AD: 4-androsten-3,17-diona; ADD: 1,4-androstadien-3,17-diona; 9-OHAD:
9a-hidroxi-1,4-androstadien-3,17-diona; 4-HBC: 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona; 1,4-
HBC: 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-1,4-dien-3-ona; 9-OHHBC: 9,22-dihidroxi-23,24-bisnorcol-4-
en-3-ona.

Sin embargo, uno de los problemas a los que se enfrenta la biotransformacion de
esteroles es la actividad de un metabolismo secundario en las cepas empleadas como
factorias celulares. Como se ha descrito antes, en la degradacion del colesterol el
intermediario principal es el AD, pero parte del catabolismo se desvia a la produccion de
4-HBC, de forma que se ha observado que en las bacterias productoras de AD se acumula
4-HBC como subproducto. Del mismo modo, al disefiar factorias celulares productoras
de 4-HBC, se ha observado que éstas acumulan cierta cantidad de AD. Esta situacién no
solo reduce el rendimiento del proceso, sino que ademas dificulta la purificacion del
compuesto de interes, elevando los costes de produccion e impidiendo su aplicacion
industrial (Galan et al., 2017; Han et al., 2024; Peng et al., 2021).
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Otro ejemplo que reitera la necesidad de disefiar cepas industriales optimizadas es
la produccion de hidrocortisona. Los hongos filamentosos no son capaces de utilizar los
esteroides como fuente de carbono y de energia, pero si pueden modificarlos de forma
que, para la produccion de hidrocortisona, se emplea el hongo Curvularia lunata, que
contiene un CYP450 que realiza el paso final de 11B-hidroxilacion. Sin embargo, el
empleo de la cepa silvestre implica otras actividades hidroxilasas que generan esteroides
di-, tri- y polihidroxilados, lo que complica los procesos de purificacion (Donova, 2021;
Garcia-Fernandez et al., 2017a).

La aplicacion de la biotecnologia ha permitido desarrollar diferentes méetodos
biocataliticos, asi como conseguir nuevas cepas que permiten realizar bioprocesos
mejorados que no solo proporcionen tanto compuestos conocidos como nuevos, sino que
se obtengan de una forma mucho mas eficaz y selectiva. En micobacterias, la mutacién
de las enzimas KstD, KshAB o ambas permite la acumulacion de 9-OHAD, ADD o AD,
respectivamente. Asi, la cepa MS6039-5941 de M. smegmatis, mutante en ambas
enzimas, acumula AD a partir de fitoesteroles, y la expresion heteréloga de una 17f-
hidroxiesteroide deshidrogenasa (17B8-HSD) permite la produccién de testosterona
(Fernandez-Cabezon et al., 2018a; Galan et al., 2017). La produccion de boldenona, una
version deshidrogenada de la testosterona, se ha conseguido también mediante dos pasos
obteniendo primero AD gracias al uso de micobacterias y su posterior Al-
deshidrogenacion por el hongo Fusarium sp. (Kutney et al., 2003). Una cepa de M.
neoaurum ATCC 25795 triple mutante de tres enzimas KstDs que ademas sobreexpresa
KshB produce de manera eficaz 9-OHAD (Wei et al., 2014). Estas cepas productoras de
sintonas C19 presentan el problema expuesto previamente y es que todas acumulan como
subproducto esteroides C22. Las sintonas C19 no sirven para sintetizar progesterona, pero
como su metabolismo esté ligado al de los esteroides C22 y debido a que al inicio de esta
Tesis Doctoral no se habia descrito en la literatura una micobacteria recombinante capaz
de producir AD de forma purasin la presencia de otros intermediarios, se establecié como
uno de los objetivos a conseguir en este trabajo.

Para construir cepas productoras de esteroides C22, se genera la delecion de la
deshidrogenasa Hsd4A que permite desviar el flujo del metabolismo hacia la produccién
de 4-HBC ya que asi la cadena lateral de su precursor, el 22-OH-BCN-CoA, no se degrada
por completo (Fig. 14). En concreto, la mutacién de Hsd4A en una cepa de
Mycolicibacterium fortuitum productora de AD permitié la acumulacion altas
concentraciones de 4-HBC (Liu et al., 2023a). Del mismo modo, cuando el mutante
AkstD-hsd4A de M. neoaurum sobreexpresd ademas la reductasa MnOpccR, la ratio
molar de 4-HBC aument6 hasta el 93% (Peng et al., 2021). Al inicio de esta Tesis
Doctoral, no existia ninglin mutante de M. smegmatis que produjera 4-HBC y tanto su
metabolismo como los genes implicados en él permanecian desconocidos.

La progesterona es considerada un esteroide clave en la industria farmacéutica. Su
produccién a partir de 4-HBC ahorra varios pasos de sintesis quimica y permite reducir
costes al usar fitoesteroles como materia prima, pero en este proceso todavia se requieren
reactivos quimicos que van en contra de conseguir una industria mas respetuosa con el
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medio ambiente. Con el objetivo de conseguir una completa produccién bioldgica de
progesterona, se han llevado a cabo distintas aproximaciones en las que el sistema CH/L
de mamiferos se ha expresado de forma heter6loga en distintos microorganismos, como
Saccharomyces cerevisiae (Duport et al., 1998), E. coli (Makeeva et al., 2013), Bacillus
megaterium (Gerber et al., 2015), Yarrowia lipolytica (Zhang et al., 2019), y M.
neoaurum (Liu et al., 2022). La cantidad de progesterona producida por estas cepas
recombinantes se encuentra entre 0,4 y 235 mg/L, en funcién de la factoria celular
utilizada, el sistema CH/L expresado y el sustrato de partida utilizado (colesterol,
fitoesteroles o intermediarios del ergosterol). Estos niveles son todavia muy inferiores a
los requeridos para su aplicacion industrial, ademas de ser necesario un
perfeccionamiento de las factorias celulares, ya que los rendimientos de purificacion son
mas bajos por la acumulacion de intermediarios como 4-HBC o ésteres de pregnenolona
(Duportetal., 1998; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2019). Al inicio de esta Tesis Doctoral,
no se habia estudiado el uso de M. smegmatis como biofactoria para la produccion de este
esteroide, por lo que se plante6 como uno de los objetivos principales de este trabajo. Sin
embargo, recientemente, Karpov et al. (2024) describieron la produccion de progesterona
en una cepa de M. smegmatis que expresa el CYP11A, la Adx y la AdxR bovinas,
Ilegando a acumular casi 20 mg/L de progesterona y 450 mg/L de MOM-pregnenolona.
Estos datos, junto con los resultados obtenidos en el Capitulo 1, serén discutidos mas
adelante.

Cabe destacar que la progesterona no solo tiene aplicacién clinica por si misma,
sino que también se puede usar como punto de partida para la sintesis de otros compuestos
esteroideos como la hidrocortisona (Pan et al., 2023). En este caso, se transformé la
progesterona en hidrocortisona en Escherichia coli expresando tres CYP450 de mamifero
en cascada (la 17a-hidroxilasa CYP17Al, la 21-hidroxilasa CYP21A2 y la 11pB-
hidroxilasa CYP11B1), llegando a producir casi 17 pM de hidrocortisona en 24 h.

3. Los esteroides como contaminante medioambiental

La produccién industrial de esteroides tanto naturales como sintéticos y su
liberacion en el medioambiente puede generar problemas ambientales significativos. Es
por eso que un campo importante de estudio se centra en conocer el destino, el impacto y
como se eliminan del medioambiente los esteroides que implican un riesgo para la salud
de los nichos ecologicos. Los disruptores endocrinos (EDC, del inglés endocrine-
disrupting chemicals) son un grupo de compuestos quimicos que incluyen fitosanitarios,
pesticidas, productos de uso industrial y, especialmente, hormonas tanto naturales como
sintéticas (Zhao et al., 2018). Estos EDCs se caracterizan por actuar a nivel sistemico
interfiriendo con el sistema endocrino de animales y humanos en diferentes etapas de su
desarrollo y a bajas concentraciones, de forma que supone un riesgo para la salud
(Vandenberg et al., 2012).

El incremento de la poblacion mundial y animal de granja ha aumentado la
produccion de esteroides y su consumo como farmacos, lo que desemboca a su vez en un
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aumento de la presencia de estos EDCs en los ecosistemas (Lange et al., 2002). Una mujer
embarazada puede llegar a excretar hasta 7 mg al dia de estr6genos, mientras que la
excrecion anual de este tipo de hormonas por parte de los animales de granja de la Unién
Europea y EEUU alcanza hasta 49 T (Johnson et al., 2000; Lange et al., 2002). En las
aguas residuales de una fabrica farmacéutica de Pekin se han llegado a detectar hasta 4,4
pg/L de estrogenos como estrona (E1), estradiol (E2), estriol (E3), etinilestradiol (EE2),
dietilestilbestrol (DES) y estradiol-17-valerato (Zhou et al., 2012) mientras que, en un
estudio sobre la actividad estrogenica en efluentes de 75 plantas depuradoras de agua
europeas, en 27 de ellas se detectaron niveles superiores a 0,5 ng/L de equivalentes de
estradiol (EEQ), alcanzando un méximo de 17,9 ng/L EEQ (JaroSova et al., 2014). La
progesterona juega un papel esencial en humanos por su implicacién en el ciclo menstrual
y el embarazo y es ampliamente utilizada como anticonceptivo oral junto con el EE2,
ademas de su uso en terapias de reemplazamiento hormonal o en la medicina veterinaria
(Kolatorova et al., 2022). Por ello, esta hormona también se ha detectado en aguas
residuales a concentraciones entre 0,11 y 439 ng/L e incluso en aguas superficiales hasta
1,1 ng/L (Golovko et al., 2018; Kasambala et al., 2019). De hecho, aunque emplear
estangues de estabilizacion reduce en un 75% los niveles de este EDC, la concentracion
detectada en el efluente todavia supone un riesgo para los organismos acuaticos que viven
en los ecosistemas donde estas aguas son vertidas (Kasambala et al., 2019).

Las hormonas sexuales por tanto llegan al medio ambiente a través de estos
efluentes de plantas depuradoras de agua o por la aplicacion agricola del estiércol de
ganado como fertilizante (Hanselman et al., 2003; Lorenzen et al., 2004) y terminan
contaminando abonos, aguas superficiales, acuiferos, tierras de cultivo, sedimentos de
estuarios y el agua potable (Fernandez et al., 2017; Griffith et al., 2016; Yin et al., 2002).
Una vez en los ecosistemas, estos esteroides se consideran compuestos muy
recalcitrantes, debido a la falta de grupos funcionales en su estructura y su baja solubilidad
en agua, lo que supone un riesgo para la fauna presente en este nicho ecolégico. Cuando
peces de la especie Pimephales promelas son expuestos a progesterona, se observa una
reduccion en la expresion de vitelogenina (una proteina utilizada como indicador de
feminizacion en animales) y del receptor de andrdgenos, lo que sefiala la actividad
desfeminizante de los progestagenos (Sangster et al., 2016). En esta especie de peces se
ha estudiado también el impacto de hormonas feminizantes como los estrogenos y se ha
observado que estos EDCs afectan a la supervivencia y la fecundidad de los individuos
(Schwindt et al., 2014). Se ha demostrado incluso que una exposicion crénica a EE2
provoca el colapso de la poblacion de estos peces (Kidd et al., 2007). El impacto de estas
hormonas también alcanza a animales invertebrados como moluscos, corales o rotiferos
(Scott, 2012; Stout et al., 2010; Tarrant et al., 2004). Por ejemplo, la exposicion a E2 por
parte de larvas de Austrominius modestus no solo aumenta la acumulacion de mutaciones
en su ADN, sino que también aumenta sus niveles de vitelogenina (Atienzar et al., 2002;
Billinghurst et al., 2000). EI E2 es capaz también de provocar una disminucion en la
cantidad de paquetes de esperma y de huevos liberados por parte de los corales, ademas
de disminuir su tasa de crecimiento esquelético (Tarrant et al., 2004).
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Hay varios estudios que apuntan al potencial carcinégeno de los EDCs (Alsen et
al., 2021; Fucic et al., 2012; Pal et al., 2025) e incluso los estrégenos y progestagenos se
encuentran incluidos en el Grupo 1 de compuestos peligrosos para la salud humana por
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer de la OMS (“Agents Classified
by the IARC Monographs, Volumes 1-138 — IARC Monographs on the Identification of
Carcinogenic Hazards to Humans,” 2025). Los mecanismos a través de los cuales los
EDCs estrogénicos contribuyen al desarrollo del cancer de mama, por ejemplo, son
todavia desconocidos. Se piensa que estos compuestos desregulan la sefializacion celular
y alteran el metabolismo, ejerciendo asi como promotores de la proliferacion de células
neoplésicas (Winz et al., 2023). El plastificante bisfenol A (BPA) se ha demostrado que
aumenta los niveles de expresion del canal de potasio voltaje-dependiente Kv3.4, lo que
induce la migracion celular en el modelo de cancer de mama MCF7 (Sim et al., 2025).

3.1. Degradacion de esteroides con actividad EDC

La correcta eliminacion de los EDCs en las aguas residuales o desechos
industriales y agrarios es clave para evitar la contaminacion de los ecosistemas y los
efectos de salud que desencadenan. Los tratamientos utilizados de forma tradicional en la
depuracién de aguas como la coagulacion con cationes de aluminio y hierro o la cloracién
no son lo suficientemente efectivos para acabar con los EDCs. Otros tratamientos como
la oxidacion quimica, la ozonizacion, el carbono activo o el uso de membranas son
alternativas mas eficaces, siendo la adsorciéon el método mas competente a la hora de
eliminar estos compuestos de residuos industriales. Esto se debe a que es el sistema mas
simple, con un manejo muy facil y ademas evita la formacion de otros compuestos
secundarios peligrosos (Azizi et al., 2022; Waleed et al., 2024).

Otra opcidn eficaz para eliminar EDCs de aguas residuales y desechos consiste en
la biodegradacion microbiana. Estos microorganismos pueden mineralizar
completamente los compuestos 0 modificarlos de forma que pierdan su actividad EDC.
Existen numerosas bacterias pertenecientes a los filos o clases Actinobacteria, Firmicutes
o Proteobacteria capaces de degradar distintos tipos de EDC y, especialmente, hormonas
sexuales (Arai et al., 1998; Balazs et al., 2014; Ding et al., 2016; Fernandez et al., 2017;
Kornman y Loesche, 1982; Qin et al.,, 2016; Yoshimoto et al., 2004). Los
microorganismos son un componente fundamental de los fangos activos de las
depuradoras y, gracias a este método, se puede conseguir entre el 90-97% de degradacién
del BPAy del triclosan (Zhou et al., 2015). Respecto a las hormonas sexuales, estas llegan
a las depuradoras en forma de conjugados glucurdnidos o sulfénidos y luego son
desconjugados por actividades B-glucuronidasas y arilsulfatasas, liberandose asi
hormonas como E1, E2, E3 y EE2 (Azizi et al., 2022). La eliminacion de estas hormonas
tanto por la actividad microbiana de los fangos activos como por su adsorcién a los lodos
oscilaentre el 61y el 85% (Azizi et al., 2022). Existen otras técnicas que se fundamentan
en la biodegradacion de los EDCs por microorganismos como son las lagunas aireadas o
los biorreactores de membrana. Estas lagunas son un método méas convencional que se
aplican en areas rurales para tratar aguas residuales domeésticas y se ha comprobado que
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no solo disminuyen los niveles de estrogenos hasta no ser detectables, sino que eliminan
entre un 88% y un 100% otros contaminantes (Li et al., 2013). Los biorreactores de
membrana constituyen un método prometedor para el tratamiento de aguas residuales ya
que proporcionan una mayor flexibilidad a la hora de trabajar con mayores tiempos de
retencion. Estos biorreactores permiten eliminar més del 90% de los esteroides junto con
procesos de nitrificacion y desnitrificacién y pueden conseguir una mayor eficiencia en
la eliminacion de EDCs debido a que acumulan un mayor numero de microorganismos
degradadores al aumentar su retencion en los fangos (Li et al., 2013).

3.1.1. Degradacion aerdbica de andrdgenos

El estudio en detalle del metabolismo de los EDCs en microorganismos nos
permite poder desarrollar aplicaciones, ya sea para descontaminar o para construir
biosensores y detectar la presencia de estos compuestos en los ecosistemas. La
testosterona es una hormona sexual androgénica cuya mineralizacion aerdbica se ha
descrito de forma practicamente completa en la B-proteobacteria Comamonas testosteroni
TA441 mediante modificacion genética (Horinouchi et al., 2019, 2012, 2004b, 2004a,
2003, 2001). Recientemente, este metabolismo también se ha estudiado en la a-
proteobacteria Caenibius tardaugens NBRC 16725, aislada de los fangos activos de una
depuradora de agua de Tokio y que utiliza estrégenos como Unica fuente de carbono y de
energia (Fujii et al., 2003).

En este metabolismo, el 17B-hidroxilo de la testosterona se oxida a un grupo ceto
por la 17B-HSD y se forma AD. A continuacion, de igual forma que ocurre en el
catabolismo del colesterol, este esteroide C19 de degrada por la ruta 9,10-seco, primero
deshidrogenandose a ADD por las deshidrogenasas KstD y luego hidroxilandose por las
hidroxilasas KshAB. Cuando ambas actividades ocurren a la vez, se abre el anillo B
espontaneamente y se aromatiza el anillo A. Este nuevo seco-esteroide es el 3-HSA que,
tras una serie de hidroxilaciones, abre el anillo A y se forma el intermediario HIP, cuyo
destino final es entrar en el metabolismo central de la célula a través de la ruta baja.

Todas estas actividades enzimaticas estan codificadas en dos clusters génicos de
10 y 18 genes catabdlicos descritos en C. testosteroni TA441 y estan presentes en otras
proteobacterias degradadoras de andrégenos como Burkholderia, Caenibius,
Cupriavidus, Novosphingobium, Pseudoalteromonas, Pseudomonas, Shewanella y
Sphingomonas (Bergstrand et al., 2016; Horinouchi et al., 2012). Este cluster se encuentra
regulado por TeiR, un activador transcripcional de la familia de LuxR cuya mutacion
impide el crecimiento de C. testosteroni en testosterona (Horinouchi et al., 2004b;
Pruneda-Paz et al., 2004). En C. tardaugens NBRC 16725 solo se encuentra un cluster
SD (del inglés steroid degrading) responsable de la degradacion de la testosterona y otros
esteroides C19 de esta bacteria. Esta agrupacion de genes se expresa de forma basal y se
compone de dos regiones de 5y 21 genes que se transcriben de forma divergente (Ibero
etal., 2019).
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Las bacterias capaces de degradar el colesterol, como las del género
Mycobacterium, Mycolicibacterium, Rhodococcus y Gordonia, presentan otro set de
enzimas especifico para degradar esteroides C19, como el andrdgeno AD, y que difiere
del empleado para metabolizar el colesterol (Fernandez de las Heras et al., 2012;
Ferndndez-Cabezon et al., 2018b; Li et al., 2014; Petrusma et al., 2011; van Der Geize et
al., 2000). En M. smegmatis, por ejemplo, Fernandez-Cabezon et al. (2018b) describieron
el cluster C-19+, en el que se encuentran varias isoenzimas de KstD (KstD2 y KstD3),
KshAB (KshA2 y KshB2), HsaA (HsaA2), HsaC (HsaC2) y HsaD (HsaD2) y cuya
expresion se encuentra reprimida por el regulador transcripcional PadR. Estas isoenzimas
catalizarian también la deshidrogenacion y la hidroxilacion del AD para abrir la estructura
central de esterano y formar 3-HSA vy, posteriormente, HIP. Este cluster C-19+ habria
evolucionado independientemente del regulon kstR, involucrado en la transformacion del
colesterol a HIP, que después se mineralizaria por los genes codificados en el regulon
kstR2.

3.1.2. Degradacidn aerobica de progestagenos

A pesar de que se han descrito numerosos microorganismos capaces de
metabolizar la progesterona como bacterias de los géneros Ballicus, Comamonas,
Rhodococcus, Enterobacter y Pseudomonas (Fernandez de Las Heras et al., 20009;
Horinouchi et al., 2010; Liu et al., 2013, 2020), no hay informacion relativa a los genes
implicados en los primeros pasos de la mineralizacion de esta hormona. Mediante analisis
de intermediarios utilizando bacterias aisladas de aguas residuales, se han detectado en el
medio de cultivo compuestos como AD, ADD, testosterona, boldenona, 1,2-
dehidroprogesterona, 6,7-dehidroprogesterona, 17a-hidroxiprogesteronay alopregnalona
(Fig. 17) (Liu et al., 2013, 2020). Horinouchi et al. (2012) sugieren que la degradacion de
progesterona en C. testosteroni se lleva a cabo por la ruta 9,10-seco, pero las enzimas que
canalizarian el catabolismo de la hormona hacia esta ruta no estan descritas.
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Figura 17. Rutas metabdlicas propuestas para la degradacion microbiana de la
progesterona. Las moléculas en azul son compuestos detectados in vivo en la bibliografia,
mientras que las marcadas en rojo se han detectado in vitro. Las flechas negras corresponden a
actividad enzimaética observada en bacterias, las flechas naranjas a actividad observada en hongos
y las flechas verdes a actividades enziméticas observadas en bacterias y hongos. AD: 4-androsten-
3,17-diona; ADD: 1,4-androstadien-3,17-diona; BVMO: Baeyer-Villiger monooxigenasa; KstD:
3-cetoesteroide-Al-deshidrogenasa; 17B-HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa.

Algunas especies de hongos pueden modificar la cadena lateral de la progesterona
transformandola en otros androgenos como la testololactona, que presenta actividad
anticancerigena, mediante varios pasos catalizados por Baeyer-Villiger monooxigenasas
(BVMO:s). Javid et al. (2018) proponen que la BVMO de Aspergillus sojae PTCC 5196
introduce un atomo de oxigeno entre C17 y C20 para formar acetato de testosterona. El
acetato se liberaria dejando testosterona, que se oxida a AD para, finalmente, volver a ser
sustrato de la BVMO y asi formar testololactona (Fig. 17). Por otro lado, Abdel-Kareem
et al. (2024) plantean que la BVMO de Penicillium chrysogenum Ras3009 introduce un
17a-hidroxilo que permite eliminar posteriormente la cadena lateral formando
testosterona. Esta testosterona se oxida a AD que, una vez mas, vuelve a ser sustrato de
la BVMO para formar testololactona (Fig. 17). Estas BVMOs también se han encontrado
en bacterias, como es el caso de la Gram-positiva Rhodococcus rhodochrous, cuya
estructura tridimensional y actividad enzimética se han descrito (Franceschini etal., 2012;
Miyamoto et al., 1995; Morii et al., 1999). Esta monooxigenasa transforma la
progesterona en acetato de testosterona, pero, a diferencia de sus homologas fangicas, no
es capaz de lactonizar el AD. A pesar de que estos estudios confirman la actividad de
algunas enzimas de varios microorganismos para utilizar la progesterona como sustrato,
el catabolismo de este compuesto no esta descrito.
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3.1.3. Degradacion aerdbica de estrégenos

La primera cepa aislada capaz de utilizar E2 como Unica fuente de carbono y de
energia fue Alcaligenes sp. M21 (Payne y Talalay, 1985). Desde entonces, un numero
creciente de bacterias pertenecientes a los filos Proteobacteria y Actinobacteria se han ido
describiendo como degradadoras de estrégenos (Chen et al., 2017; Fahrbach et al., 2006;
Fujii et al., 2003; Kurisu et al., 2010; Li et al., 2020; Qin et al., 2016; Wang et al., 2019;
Yu et al., 2007). En algunos de los casos estudiados, las bacterias necesitaban ser
cultivadas en un medio rico para metabolizar el E2, como Vibrio sp. H5 (Sang et al., 2012)
y Buttiauxella sp. S19-1 (Zhang et al., 2011), o crecer en un cultivo mixto definido de co-
degradadores (e.g. Achromobacter xylosoxidans y Ralstonia sp.) (Weber et al., 2005).

Sphingomonas sp. KC8 y C. tardaugens NBRC 16725 son dos a-proteobacterias,
ambas aisladas de fangos activos por su capacidad de degradar estrégenos, y cuyo
metabolismo de la E2 se ha estudiado en profundidad (Chen et al., 2017; Fujii et al., 2003;
Ibero et al., 2020; Wu et al., 2019; Yu et al., 2007). Esta ruta de degradacion se denomina
4,5-seco y se inicia con la 17B-deshidrogenacion de la E2 para formar E1 por una 17f3-
HSD (Fig. 18). A continuacion, un CYP450 con actividad E1 4-hidroxilasa hidroxila el
E1 y produce 4-hidroxiestrona (4-OHEL), que a su vez es sustrato de la 4-OHEL 4,5-
dioxigenasa que rompe en meta el anillo A y lo abre. El producto de rotura es inestable y
se ha visto que puede reaccionar con una molécula de amoniaco y recircularizarse de
forma espontanea en acido piridinestronico como subproducto. En cambio, cuando el
producto de rotura es sustrato de una descarboxilasa, este se activa con CoA y entra en
varios pasos de hidratacion, deshidrogenacién y liasas que abren el anillo B y, finalmente,
acaban en el intermediario central HIP. A partir de aqui, los anillos C y D se degradan
como se ha indicado previamente (Horinouchi et al., 2005; Kieslich, 1985; van der Geize
etal., 2011).
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0’ 17-HSD 0’ EdcA ’ EdcB “’
AP o = =
HO' HO Ho Hooc™ o
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OH
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[e) o o
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Metabolismo «—€c—<— «—<—<— ., Z f 7 f
central H \ A
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HIP 4-norestrogen-5(10)-en-3-0il-CoA Ac. piridinestrénico

Figura 18. Ruta aerobia de degradacion de estrégenos en C. tardaugens NBRC 16725. E2:
estradiol; E1: estrona; 4-OHE1: 4-hidroxiestrona; HIP: dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-
oico; 17B-HSD: 17B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; EdcA: Citocromo P450 estrona 4-
hidroxilasa; EdcB: 4-hidroxiestrona 4,5-dioxigenasa; EdcC: descarboxilasa.
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En Sphingomonas sp. KC8 se han identificado dos clusters (1 y 1) implicados en
la apertura de los anillos Ay B de la E2 y se ha propuesto un cluster Il responsable de
degradar los anillos C y D. Por otro lado, el cluster edc (del inglés estrogen degrading
cluster) de C. tardaugens NBRC 16725 es similar al cluster Il de Sphingomonas sp. KC8
y se compone de dos operones divergentes y un represor transcripcional TetR (Ibero et
al., 2020).

4. El futuro de la biotecnologia de esteroides

La carrera por desarrollar sintonas a una mayor velocidad y con mayor eficiencia,
pero rebajando costes y su impacto en el medioambiente, ha llevado a la industria
farmacéutica a adoptar nuevos métodos de produccion como son las biotransformaciones
de esteroides. A pesar de que se han alcanzado grandes avances en la biocatélisis de
esteroides llegando a conseguir modificaciones regio- y estéreo-selectivas, la busqueda
de nuevas cepas 0 enzimas todavia continta. El disefio racional ha permitido obtener
cepas de micobacterias modificadas genéticamente que acumulan sintonas esteroideas de
interés sobreexpresando o delecionando distintas enzimas involucradas en su
metabolismo, como pueden ser ChoM, KstD, Ksh, FadA5, Cyp125 o Hsd4A (Zhao et al.,
2021). Sin embargo, actualmente se requieren nuevas estrategias que permitan una mayor
optimizacion de los procesos basadas en la ingenieria metabolica de sistemas, una
tecnologia que proporciona un analisis extensivo de todos los puntos criticos que
influencian la produccion de un compuesto (Zhao et al., 2021).

Uno de los problemas que podemos encontrar a la hora de aplicar chasis
bacterianos es la perdida de eficiencia catalitica cuando el proceso se escala a nivel
industrial, debido a la falta de correlacion entre la eficiencia obtenida en el laboratorio y
en un biorreactor industrial (Calero y Nikel, 2019). Por ello, las rutas metabdlicas de los
esteroides, el metabolismo central, el estado redox intracelular y la estructura de la
membrana celular son los aspectos fundamentales a continuar estudiando para seleccionar
y perfeccionar las micobacterias como factoria celular. Al mismo tiempo, la llamada
ortogonalidad metabolica es uno de los principales objetivos de la ingenieria metabolica
y consiste en minimizar o evitar completamente interacciones entre la nueva ruta sintética
aplicada en la factoria celular y su metabolismo basal, para asi optimizar la bioproduccién
(Calero y Nikel, 2019). Para conseguirlo, es importante combinar las técnicas genémicas,
transcriptomicas, proteémicas, metabolémicas y de modelaje computacional con las
herramientas geneticas disponibles para disefiar nuevas rutas aplicables a chasis
bacterianos mejorados.

Se ha abierto por tanto una nueva revolucion en la industria esteroidea para
alcanzar el maximo potencial que proporcionan los biocatalizadores, ya sean las factorias
celulares o enzimas como los citocromos CYP450, cuya gran variedad de reacciones y
amplia variabilidad de sustratos les otorga una gran versatilidad para su aplicacion
industrial. El objetivo final es que estos biocatalizadores acaben siendo competitivos con
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la actual industria quimica, desarrollando bioprocesos mas robustos con un mayor
rendimiento y selectividad del producto.

El aumento de la produccién de farmacos esteroideos por su alta demanda no
puede conseguirse en detrimento del medioambiente y se requiere un compromiso para
conseguir una produccién mas verde o evitar la contaminacion de los ecosistemas. De
todas las tecnologias aplicadas para la eliminacion de los EDCs, los métodos bioldgicos
constituyen una alternativa rentable, eficaz y mas respetuosa con el medio ambiente, ya
que evitan generar compuestos secundarios contaminantes al mineralizarlos al completo,
Ilegandose a poner la bioaumentacion, la bioestimulacion y el compostaje en el punto de
mira para mejorar el tratamiento de aguas y solidos contaminados.

Los microorganismos y su gran versatilidad fisioldgica y metabolica, junto con su
gran capacidad de adaptarse a la presencia de compuestos tdxicos, los convierte en los
candidatos perfectos como herramientas para descontaminar residuos toxicos. Es por ello
que hay que continuar identificando bacterias degradadoras de EDCs y estudiar su
relacion con otros microorganismos, ya sea por sinergia o por cometabolismo, que
permita potenciar su capacidad biorremediadora. Ademas, se deben continuar con los
estudios sobre el impacto endocrino de los contaminantes para descubrir asi potenciales
EDCs gue no esten catalogados todavia.

El compostaje, donde se encuentran comunidades microbianas que degradan
eficientemente distintos tipos de contaminantes, ofrece varias ventajas para tratar grandes
volUmenes de residuos y su posterior reutilizacion como abono, pero la eficiencia de todos
los tratamientos bioldgicos depende de una gran variedad de factores como el tipo de
residuo a descontaminar, la temperatura, el pH, la presencia de otros compuestos toxicos,
la ratio carbono:nitrogeno o la disponibilidad de oxigeno, ademas de requerir de grandes
extensiones para realizar estos procesos (Cai et al., 2025; He et al., 2024). En este
contexto, los futuros esfuerzos se deben centrar en desarrollar estrategias de remediacion
mas efectivas que se puedan escalar para grandes volimenes de residuos y, para ello, se
necesita un mayor estudio de los mecanismos y factores que influencian estos
tratamientos, ademas de desarrollar nuevos materiales y tecnologias.

La biologia sintética y la bioingenieria expanden las perspectivas de la
biorremediacion, plantedndose nuevas técnicas que incluyen el disefio enzimatico, la
edicion génica y las predicciones computacionales que nos permiten descubrir el
potencial de rutas de degradacion para cada EDC especifico. El uso de enzimas
extracelulares de origen bacteriano o fungico proporciona varias ventajas en el
tratamiento de aguas residuales, ya que permite una reaccion mas rapida y mas sencilla
de mantener y, ademas, no requiere manejar y operar con grandes volimenes de lodos
(Moukhtari et al., 2023). Con el desarrollo de nuevas tecnologias y/o combinando las
existentes, potencialmente se podra llegar a adoptar métodos mas respetuosos con el
medio ambiente y mas efectivos en la eliminacion de EDCs, disminuyendo su impacto
nocivo en los ecosistemas.
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Objetivos

La produccion de progesterona a escala industrial mediante procesos
fermentativos es uno de los desafios biotecnolégicos mas relevantes para la industria de
los esteroides. Su obtencion actual a nivel industrial implica el empleo de un gran nimero
de pasos de sintesis quimica, lo que da como resultado un proceso que, ademas de ser
altamente contaminante, ofrece un bajo rendimiento. Por eso, en esta Tesis Doctoral se
plantea el desarrollo de procesos biotecnologicos que sean menos contaminantes y mas
eficientes que la sintesis quimica actual, utilizando como producto de partida esteroles
naturales y biofactorias celulares para su transformacion en progesterona. En este sentido,
existen algunos compuestos como el 4-HBC que actlian como sintonas para la sintesis de
progesterona y que pueden obtenerse a partir de biotransformaciones de esteroles
naturales por fermentacion.

Para desarrollar estas biofactorias celulares es imprescindible disponer de
herramientas genéticas y conocer tanto las rutas metabdlicas de los esteroides precursores
como las de sus intermediarios, ademas de las denominadas rutas laterales. En este caso
es necesario estudiar el metabolismo de la progesterona para bloguear sus posibles rutas
de degradacion y favorecer su acumulacion en las factorias celulares. Por otro lado,
conocer la ruta de degradacion de la progesterona es de gran valor teniendo en cuenta que
este compuesto puede actuar como disruptor endocrino y, por ello, el conocimiento de la
ruta podria servir para desarrollar procesos de descontaminacion/biorremediacion de
aguas residuales.

Por ultimo, resultados preliminares a esta Tesis Doctoral sugerian que en algunas
bacterias podria existir un nuevo mecanismo para la degradacién de colesterol que
generase como producto intermediario progesterona, de manera similar a como se
metaboliza el colesterol en humanos, lo que abriria la posibilidad de desarrollar un nuevo
proceso de produccién de progesterona a partir de esteroles naturales.

Es por ello que al inicio de esta Tesis Doctoral se propusieron los siguientes
objetivos:

1. Producir progesterona de forma bioldgica a partir de esteroles naturales utilizando
como biofactoria celular M. smegmatis. Dentro de este objetivo se han propuesto
los siguientes subobijetivos:

a.- Estudio de las enzimas implicadas en la produccién del compuesto 4-
HBC a partir de esteroles naturales. Mejora de la produccion de la sintona AD
mediante la eliminacion de la ruta de sintesis de 4-HBC.

b.- Produccion de la sintona 4-HBC mediante la sobreexpresion de las
enzimas de su ruta biosintética.

c.- Desarrollo de nuevas herramientas de ingenieria genética que permitan
modular y controlar de manera mas precisa la expresion génica en la biofactoria
celular.

d.- Produccién de progesterona mediante la expresion de sistemas de
citocromos heterdlogos del tipo P450scc.
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2. Descubrir la ruta catabolica de la progesterona en C. tardaugens para usar esta
bacteria en la produccién de progesterona a partir de esteroles. Dentro de este
objetivo se han propuesto los siguientes subobjetivos:

a.- Utilizacion de técnicas dmicas para descubrir los genes implicados en
el metabolismo de la progesterona.

b.- Estudios genéticos y bioquimicos de los genes implicados en la ruta de
degradacion de la progesterona.

3. Estudiar la relaciéon del catabolismo del colesterol de C. tardaugens con el
metabolismo de la progesterona. Dentro de este objetivo se han propuesto los
siguientes subobjetivos:

a.- Estudio del CYP2113 implicado en el metabolismo del colesterol.

b.- Disefio de mutantes que permitan la produccion de progesterona a partir
de esteroles.

c.- Utilizaciéon de técnicas dmicas para descubrir otros posibles genes
implicados en el metabolismo del colesterol.
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1. Cepas bacterianas, plasmidos, oligonucledtidos y reactivos

Materiales y métodos

Las cepas bacterianas empleadas en esta Tesis Doctoral se encuentran recogidas
en la Tabla M1, incluyendo sus genotipos y detalles mas relevantes. Los plasmidos
utilizados se detallan en la Tabla M2. Respecto a los oligonucleétidos usados en este
trabajo, todos ellos fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies, EEUU)
y se encuentran en la Tabla M3, indicando su secuencia y su aplicacion en el estudio. Los
reactivos utilizados en este trabajo provienen de la empresa Merck (Alemania) salvo que

se especifique lo contrario.

Tabla M1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo y/o descripcion Referencia

E. coli

HB101 Cepa huésped para el plasmido (Sambrook
pRK600 para conjugacion y Russell,
triparental. supE44, aral4, galkK2, 2001)
leuB, lacY1, A(gpt-proA)62, rpsL20,
xyl-5, mtl-1, recA13, A(mcrC-mrr),
hsdS20, (rB—mB-), SmR

DH10B F—, mcrA, A(mrr hsdRMS-mcrBC), Invitrogen
e80dlacZAM135, AlacX74, deoR,
recAl, araD139, A(ara-leu)7697,
galU, galK, A —, rpsL, endA1, nupG

BL21 (DE3) F—, ompT, hsdSB (rB— mB-) gal, (Sambrook
dcm ADE3 (con el gen 1 dela ARN  y Russell,
polimerasa del fago T7 bajo el 2001)
promotor PlacUV5)

DH5a Cepa huésped para clonaje. F-, A-, (Grant et
endAl, hsdRJ7 (rk-, mk+), supE44, al., 1990)
thil, recAl, gyrA96, relAl, deoR,
A(lacZYA-argF)U169,
980dlacZAM15

w Cepa silvestre ATCC 9637

W (pSEVA25g19) E. coli W con el plasmido Este trabajo
pSEVA25¢g19

W (p25_linker_RFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p25_linker_RFP del

laboratorio

W (p25_J23100_RFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p25_J23100_RFP del

laboratorio
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W (p25_J23102_RFP)

W (p25_J23106_RFP)

W (p25_Pem7_RFP)

W (p25_BG17_RFP)

W (p25_BG37_RFP)

W (p25_ST_RFP)

W (p25_B0034_RFP)

W (p25_BCD12_RFP)

W (p25_BCD2_RFP)

W (pSEVA65719)

W (p65_Lacl_Ptrc_RFP)

W (p65_RhaSR_PrhaBAD_RFP)

W (p65_XylS_Pm_RFP)

W (p65_RFP_linker_GFP)

E. coli W con el plasmido
p25_J23102_RFP

E. coli W con el plasmido
p25_J23106_RFP

E. coli W con el plasmido
p25_Pem7_RFP

E. coli W con el plasmido
p25 BG17_RFP

E. coli W con el plasmido
p25 BG37_RFP

E. coli W con el plasmido
p25 ST _RFP

E. coli W con el plasmido
p25_B0034 RFP

E. coli W con el plasmido
p25 BCD12_RFP

E. coli W con el plasmido
p25 BCD2_RFP

E. coli W con el plasmido
PSEVA65¢19

E. coli W con el plasmido
p65_Lacl_Ptrc_RFP

E. coli W con el plasmido

p65_RhaSR_PrhaBAD_RFP

E. coli W con el plasmido
p65_XyIS_Pm_RFP

E. coli W con el plasmido
p65_RFP_linker_GFP

Coleccion
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Este trabajo

Coleccién
del
laboratorio

Coleccibn
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio

Coleccién
del
laboratorio
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W (p65_RFP_B0014_GFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p65_RFP_B0014_GFP del
laboratorio
W (p65_RFP_B1006_GFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p65_RFP_B1006_GFP del
laboratorio
W (p65_RFP_rpoC_GFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p65_RFP_rpoC_GFP del
laboratorio
W (p65_RFP_rnpB_GFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p65_RFP_rnpB_GFP del
laboratorio
W (p65_RFP_T500_GFP) E. coli W con el plasmido Coleccion
p65_RFP_T500_GFP del
laboratorio
M. smegmatis
mc?155 ept-1, mc26 mutante eficiente para (Snapper et
electroporacion al., 1990)
MS6039-5941 M. smegmatis mc2155 (Galan et
AMSMEG_6039 (AkshB1) y al., 2017)

MS6039-5941-6561

MS6039-5941-6561 (pMVmsSal)

MS6039-5941-6561 (pMV/261)

MS6039-5941-5903

MS6039-5941-5903 (pMV261)

AMSMEG_5941 (AkstD1)

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),

AMSMEG_5941 (AkstD1) y

AMSMEG_6561 (AmsSal)

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),

AMSMEG_5941 (AkstD1) y

Este trabajo

Este trabajo

AMSMEG_6561 (AmsSal) con el

plasmido pMV6561

M. smegmatis mc?155
AMSMEG_6039 (AkshB1),

AMSMEG_5941 (AkstD1) y

Este trabajo

AMSMEG_6561 (AmsSal) con el

plasmido pMV261

M. smegmatis mc?155
AMSMEG_6039 (AkshB1),

AMSMEG_5941 (AkstD1) y

AMSMEG_5603 (Ahsd4A)

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),

AMSMEG_5941 (AkstD1) y

Este trabajo

Este trabajo
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MS6039-5941-5903 (pMVmsSal)

MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-
msRed)

MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-
msOpccR)

ACyp1254Cypl42

ACypl2543-414242-A12544

ACyp12543-A14242-112544
(PSEVA65g19)

ACyp125A3-4142A2-4125A4
(p25_Phsp60_CYP)

ACyp125A3-4142A2-4125A4
(p65_Phsp60_CYP_Fdx)

ACyp125A3-4142A2-4125A4
(p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR)

AMSMEG_5603 (Ahsd4A) con el
plasmido pMV261

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),
AMSMEG _5941 (AkstD1) y
AMSMEG_5603 (Ahsd4A) con el
plasmido pMVmsSal

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),
AMSMEG _5941 (AkstD1) y
AMSMEG_5603 (Ahsd4A) con el
plasmido pMVmsSal-msRed

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_6039 (AkshB1),
AMSMEG_5941 (AkstD1) y
AMSMEG_5603 (Ahsd4A) con el
plasmido pMVmsSal-msOpccR

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3) y
AMSMEG_5918 (Acyp142A2)

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4)

M. smegmatis mc?155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido pSEVA65919

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG _5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido p25_hsp60_CYP

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido p65_hsp60_CYP_Fdx

M. smegmatis mc?155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido
p65_hsp60_CYP_Fdx_ArR

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Garcia-
Fernandez
etal., 2013)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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ACyp125A3-4142A2-4125A4
(p25_J23100_CYP)

ACyp125A3-A142A2-4125A4
(p65_J23100_CYP_Fdx)

ACyp125A3-4142A2-4125A4
(p65_J23100_CYP_Fdx_ArR)

ACyp125A3-A142A2-4125A4
(p65_J23100_CYP_Phsp60_Fdx_ArR

)

M. smegmatis (p25_linker_RFP)

M. smegmatis (p25_Phsp60_RFP)

M. smegmatis (p25_PhspX_RFP)

M. smegmatis (p25_J23100_RFP)

M. smegmatis (p25_J23102_RFP)

M. smegmatis (p25_J23106_RFP)

M. smegmatis (p25_Pem7_RFP)

M. smegmatis (p25_Pem7_GFP)

M. smegmatis (p25_BG17_RFP)

M. smegmatis (p25_BG37_RFP)

Materiales y métodos

M. smegmatis mc?155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido p25 J23100 _CYP

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG 5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido p65 J23100_CYP_Fdx

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG _5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido
p65_J23100_CYP_Fdx_ArR

M. smegmatis mc2155
AMSMEG_5995 (Acyp125A3),
AMSMEG_5918 (Acypl42A2) y
AMSMEG_3524 (Acyp125A4) con el
plasmido
p65_J23100_CYP_Phsp60_Fdx_Ar
R

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_linker RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_Phsp60 RFP

M. smegmatis mc>155 con el
plasmido p25_PhspX_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_J23100_RFP

M. smegmatis mc®155 con el
plasmido p25_J23102_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25 J23106_RFP

M. smegmatis mc?155 con el
plasmido p25_Pem7_RFP

M. smegmatis mc?155 con el
plasmido p25_Pem7_GFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_BG17_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_BG37_RFP

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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M. smegmatis (p25_Pimyc_RFP)

M. smegmatis (p25_ST_RFP)

M. smegmatis (p25_B0034_RFP)

M. smegmatis (p25_BCD12_RFP)

M. smegmatis (p25_BCD2_RFP)

M. smegmatis (p65_Lacl_Ptrc_RFP)

M. smegmatis
(p65_RhaSR_PrhaBAD_RFP)

M. smegmatis (p65_XylS Pm_RFP)

M. smegmatis (p65_TetR_Ptet RFP)

M. smegmatis (p65_RFP_linker_GFP)

M. smegmatis
(p65_RFP_B0014 GFP)

M. smegmatis
(p65_RFP_B1006_GFP)
M. smegmatis (p65_RFP_rpoC_GFP)

M. smegmatis (p65_RFP_rnpB_GFP)

M. smegmatis (p65_RFP_T500 GFP)

M. smegmatis mc?155 con el
plasmido p25_Pimyc_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_ST_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25 B0034_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25 BCD12_ RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p25_BCD2_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65 Lacl_Ptrc RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido
p65_RhaSR_PrhaBAD_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65 XylS Pm_RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65_ TetR_Ptet RFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65 RFP_linker GFP

M. smegmatis mc?155 con el
plasmido p65_RFP_B0014 GFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65_RFP_B1006_GFP

M. smegmatis mc>155 con el
plasmido p65_RFP_rpoC_GFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65_RFP_rnpB_GFP

M. smegmatis mc2155 con el
plasmido p65_RFP_T500_GFP

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

C. tardaugens

NBRC 16725

ABVMO

ALLM

Cepa silvestre

C. tardaugens NBRC 16725
AEGO55 13845

C. tardaugens NBRC 16725
AEGO55_13860

(Fujii et al.,
2003)

Este trabajo

Este trabajo
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ALLM-BVMO

ALLM-BVMO (pSEVA23_BVMO-
LLM)

Materiales y métodos

C. tardaugens NBRC 16725
AEGO55_13845 y AEGO55_13860

C. tardaugens NBRC 16725
AEGO55_13845 y AEGO55_13860
con el plasmido pSEVA23pLexA-
EGO55_13845-13860

Este trabajo

Este trabajo

ALLM-BVMO (pSEVA237plexA) C. tardaugens NBRC 16725 Este trabajo
AEGO55_13845y AEGO55_13860
con el plasmido pSEVA237pLexA

ACYP2113 C. tardaugens NBRC 16725 (Ibero,
AEGO55_10200 2022)

Tabla M2. Plasmidos utilizados en este trabajo.
Plasmidos Descripcion Referencia

pJQ200x Plasmido suicida utilizado para (Jackson et
realizar mutagénesis dirigida de al., 2001)
genes en M. smegmatis. Ori P15A,
sacB, GmR, xylE

pJQ3524 Plasmido pJQ200x con un fragmento  Este trabajo
aguas arriba y otro aguas abajo del
gen MSMEG_3524 clonados entre
Xbal y Sacl

pJQ5903 Plasmido pJQ200x con un fragmento  Este trabajo
aguas arriba y otro aguas abajo del
gen MSMEG_5903 clonados entre
Xbal y Sacl

pJQ6561 Plasmido pJQ200x con un fragmento  Este trabajo
aguas arriba y otro aguas abajo del
gen MSMEG_6561 clonados entre
Xbal y Sacl

pMV261 Plasmido lanzadera (Stover et
Mycobacterium/E. coli con KmR y el al., 1991)
promotor Phsp60 de M. tuberculosis

pMVmsSal Plasmido pMV261 con el gen (Hernandez-
MSMEG_6561 que codifica msSal Ferndndez et
de M. smegmatis y clonado entre al., 2023)

pMVmsSal-msRed

BamHI-HindllI

Plasmido pMV261 con los genes
MSMEG_6561 y MSMEG_6563 que
codifican msSal y msRed de M.
smegmatis, respectivamente, y
clonado entre BamHI-HindlIlI-Hpal

Este trabajo
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pMVmsSal-msOpccR

pRK600

pK18msg

pK18EGO55_13845

pK18EGO55_13860

PSEVA237plexA

pSEVA23 BVMO-LLM

PET-29a(+)

PET-BVMO

PET-LLM

PET-CYP2113

PET-CYP2113_Fdx_ArR

Plasmido pMV261 con los genes
MSMEG_6561 y MSMEG_1623 que
codifican msSal y msOpccR de M.
smegmatis, respectivamente, y
clonado entre BamHI-Hindlll-Hpal

Plasmido necesario para las
conjugaciones triparentales; CmR,
ColEl oriV, RP4 oriT

Plasmido suicida para realizar
mutagénesis dirigida por
recombinacion homéloga adaptado
de pK18mobsacB para clonar con
Bsal; KmR, ColE oriV, Mob+,
lacZa, sacB

Plasmido pK18msg con un
fragmento aguas arriba y otro aguas
abajo del gen EGO55_13845
clonado con Bsal

Plasmido pK18msg con un
fragmento aguas arriba y otro aguas
abajo del gen EGO55_ 13860
clonado con Bsal

Plasmido que expresa de forma
constitutiva el gen gfp bajo el
promotor PlexA; KmR, pBBRL1 oriV

Plasmido que expresa de forma
constitutiva los genes EGO55_13845
y EGO55_13860 bajo el promotor
PlexA 'y clonados entre Xbal-Sphl y
HindIlI-Spel

Plasmido de expresion; KmR, ColE1
oriV, promotor T7

Plasmido pET-29 con el gen
EGO55 13845 clonado entre Ndel-
Xhol

Plasmido pET-29 con el gen
EGO55_13860 clonado entre Ndel-
Xhol

Plasmido pET-29 con el gen
EGO55_10200

Plasmido pET-29 con los genes
EGO55_ 10200, Saro_3659 y
Saro_0216

Este trabajo

(Sharmay
Signer,
1990)

(Godoy et
al., 2023)

Este trabajo

Este trabajo

(Ibero et al.,

2021)

Este trabajo

Novagen

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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pL0_AB

pLO_DG

pLO_Pimyc_AB

pLO_PhspX_AB

pLO_Phsp60_AB

pL0_J23100_AB

pLO_RBS-Std_BD

pLO_CYP_DG

pLO_Fdx_DG

pLO_ArR_DG

pLO_Bba_B1006_GlI

PSEVA25¢19

p25_linker_RFP

p25_Phsp60_RFP

Materiales y métodos

Plasmido vacio de nivel 0 con los
sitios de fusion A y B para clonar por
GS; SmR

Plasmido vacio de nivel 0 con los
sitios de fusién D y G para clonar
por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el promotor
Pimyc entre los sitios de fusion Ay
B para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el promotor
PhspX entre los sitios de fusion Ay
B para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el promotor
Phsp60 entre los sitios de fusion A'y
B para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el promotor
J23100 entre los sitios de fusion A'y
B para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el RBS
estandar entre los sitios de fusion B y
D para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel O con el gen
Saro_3659 entre los sitios de fusion
D y G para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel O con el gen
Saro_3658 entre los sitios de fusion
D y G para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel O con el gen
Saro_0216 entre los sitios de fusion
D y G para clonar por GS; SmR

Plasmido de nivel 0 con el
terminador sintético B1006 entre los
sitios de fusién G e | para clonar por
GS; SmR

Plasmido vacio de nivel 1 sin dianas
para Bsal y Bbsl para clonar por GS;
KmR, RSF1010 ori

Plasmido de nivel 1 con un linker, el
RBS estandar, la Red Fluorecent
Protein y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Phsp60, el RBS estandar, la Red

(Blazquez et
al., 2023)

(Blazquez et
al., 2023)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Blazquez et

al., 2023)

(Blazquez et

al., 2023)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

(Blazquez et
al., 2023)

Este trabajo

Coleccion
del
laboratorio

Este trabajo
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p25 PhspX_ RFP

p25_J23100_RFP

p25_J23102_RFP

p25_J23106_RFP

p25 Pem7_RFP

p25_BG17_RFP

p25_BG37_RFP

p25_Pimyc_RFP

p25_Phsp60_CYP

p25_Phsp60_Fdx

p25_Phsp60_ArR

Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
PhspX, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23100, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23102, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23106, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pem7, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
BG17, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
BG37, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pimyc, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Phsp60, el RBS estandar, el gen
Saro_3659 y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Phsp60, el RBS estandar, el gen
Saro_3658 y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Phsp60, el RBS estandar, el gen
Saro_0216 y el terminador B1006

Este trabajo

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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p25_J23100_CYP

p25_J23100_Fdx

p25_J23100_ArR

p25 ST _RFP

p25_B0034_RFP

p25_BCD12_RFP

p25_BCD2_RFP

PSEVA65g19

p65 Phsp60_CYP_Fdx

p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR

p65_J23100_CYP_Fdx

Materiales y métodos

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23100, el RBS estandar, el gen
Saro_3659 y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23100, el RBS estandar, el gen
Saro_3658 y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
J23100, el RBS estandar, el gen
Saro_0216 y el terminador B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pem7, el RBS estandar, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pem7, el RBS B0034, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pem7, el RBS BCD12, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido de nivel 1 con el promotor
Pem7, el RBS BCD2, la Red
Fluorescent Protein y el terminador
B1006

Plasmido vacio de nivel 2 sin dianas
para Bsal y Bbsl para clonar por GS;
GmR, RSF1010 ori

Plasmido de nivel 2 con los genes
Saro_3658 y Saro_3659 en unidades
transcripcionales independientes bajo
los promotores Phsp60, RBS
estandar y terminadores B1006

Plasmido de nivel 2 con los genes
Saro_3658, Saro_3659 y Saro_0216
en unidades transcripcionales
independientes bajo los promotores
Phsp60, RBS estandar y
terminadores B1006

Plasmido de nivel 2 con los genes
Saro_3658 y Saro_3659 en unidades
transcripcionales independientes bajo
los promotores J23100, RBS
estandar y terminadores B1006

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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p65_J23100_CYP_Fdx_ArR

p65_J23100_CYP_Phsp60_Fdx_ArR

p65 Lacl Ptrc_RFP

p65_RhaSR_PrhaBAD_RFP

p65_XylS_Pm_RFP

p65_TetR_Ptet RFP

p65_RFP_linker GFP

p65_RFP_B0014_GFP

p65_RFP_B1006_GFP

p65_RFP_rpoC_GFP

Plasmido de nivel 2 con los genes
Saro_3658, Saro_3659 y Saro_0216
en unidades transcripcionales
independientes bajo los promotores
J23100, RBS estandar y
terminadores B1006

Plasmido de nivel 2 con el gen
Saro_3658 bajo el promotor J23100,
y los genes Saro_3659 y Saro_0216
en unidades transcripcionales
independientes bajo el promotor
Phsp60. Todos con el RBS estandar
y terminadores B1006

Plasmido de nivel 2 con el gen lacl y
la Red Fluorescent Protein bajo el
promotor Ptrc. Inducible por IPTG

Plasmido de nivel 2 con el gen
RhaSR y la Red Fluorescent Protein
bajo el promotor PrhaBAD.
Inducible por ramnosa

Plasmido de nivel 2 con el gen XyIS
y la Red Fluorescent Protein bajo el
promotor Pm. Inducible por &cido m-
toluico

Plasmido de nivel 2 con el gen TetR
y la Red Fluorescent Protein bajo el
promotor Ptet. Inducible por
anhidrotetraciclina

Plasmido de nivel 2 con el promotor
Pem7, la Red Fluorescent Protein,
un linker y la Green Fluorescent
Protein

Plasmido de nivel 2 con el promotor
Pem7, la Red Fluorescent Protein, el
terminador B0014 y la Green
Fluorescent Protein

Plasmido de nivel 2 con el promotor
Pem7, la Red Fluorescent Protein, el
terminador B1006 y la Green
Fluorescent Protein

Plasmido de nivel 2 con el promotor
Pem?7, la Red Fluorescent Protein, el
terminador rpoC y la Green
Fluorescent Protein

Este trabajo

Este trabajo

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Este trabajo

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio

Coleccion
del
laboratorio
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p65_RFP_rnpB_GFP

p65_RFP_T500 GFP

Materiales y métodos

terminador T500 y la Green

Plasmido de nivel 2 con el promotor ~ Coleccion

Pem7, la Red Fluorescent Protein, el  del

terminador rpB y la Green laboratorio

Fluorescent Protein

Plasmido de nivel 2 con el promotor ~ Coleccién

Pem7, la Red Fluorescent Protein, el  del
laboratorio

Fluorescent Protein

Tabla M3. Oligonucleétidos empleados en este trabajo.

Oligonucledtido

Descripcion

Secuencia (5°-3)

MSMEG_6561_UP_Fw

MSMEG_6561_UP_Rv

MSMEG_6561_DW_Fw

MSMEG_6561_DW_Rv

MSMEG_3524_UP_Fw

MSMEG_3524_UP_Rv

MSMEG_3524 DW_Fw

MSMEG_3524 DW_Rv

MSMEG_3524_ext_Fw
MSMEG_3524_ext_Rv

MSMEG_5903_UP_Fw

MSMEG_5903_UP_Rv

MSMEG_5903 DW_Fw

Amplificacion del
fragmento aguas arriba de
MSMEG_6561 (Sacl-
BamHI)

Amplificacion del
fragmento aguas abajo de
MSMEG_6561 (BamHI-
Xbal)

Amplificacion del
fragmento aguas arriba de
MSMEG_3524 (Sacl-
BamHI)

Amplificacion del
fragmento aguas abajo de
MSMEG_3524 (BamHI-
Xbal)

Amplificacion de la
region mutada
MSMEG_3524 para
comprobacion

Amplificacion del
fragmento aguas arriba de
MSMEG_5903 (Xhol-
Avrll)

Amplificacion del
fragmento aguas abajo de

CGGGGAGCTCGTCGGGACGG
TCGCAGAACACG

CCCTGGATCCCACGACCTGAC
CTGACCTTCCGCGGC

ACTTGGATCCATTTGCCCGCA
CGCCGAGGT

GGCTTCTAGAACATCGACCGC
ATGGGTGCCCT

GTGAGAGCTCCGGATCGGCC
AGCGC

TTAAGAATTCCTTCGGGATAA
CGCGGCAGC

ATCGGAATTCACACGTCGGGT
TCGGCGGCA

ACTCTCTAGATCTCACCGATG
GCGTGCCCGTA

TCACGCAGATACGACATGGT
AACAGGTTCCACTCGCGATC

SCTAGCTCGAGCTCACGGATC
GTGCGCGCTCC

CTAGCCTAGGCGGCGACTGCA
CTGATGGAG

CTAGCCTAGGCGGACAGGTC
GAGATCGGC
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MSMEG_5903 DW_Rv

MSMEG_6563_Fw

MSMEG_6563_Rv

MSMEG_1623_Fw

MSMEG_1623_Rv

EGO55_13845UpFw

EGO55_13845UpRv

EGO55_13845DwFw

EGO55_13845DwRv

EGO55_13860UpFw

EGO55_13860UpRv

EGO55_13860DWFw

EGO55_13860DWRV

EGO55_13845_ext_Fw
EGO55_13845_ext_Rv

EGOS55_13860_ext_Fw
EGO55_13860_ext_Rv

EGO55_13845FwXbal

EGO55_13845RvSphl

MSMEG_5903 (Avrll-
Xhol)

Amplificacion del gen
MSMEG_6563
incluyendo un RBS
(HindlIll-Hpal)

Amplificacion del gen
MSMEG_1623
incluyendo un RBS
(HindlIll-Hpal)

Amplificacion del
fragmento aguas arriba
del gen EGO55 13845
(Bsal)

Amplificacion del
fragmento aguas abajo del
gen EGO55 13845 (Bsal)

Amplificacion del
fragmento aguas arriba
del gen EGO55 13860
(Bsal)

Amplificacion del
fragmento aguas abajo del
gen EGO55_ 13860 (Bsal)

Amplificacion de la
region mutada
EGO55 13845 para
comprobacion

Amplificacion de la
regién mutada
EGO55 13860 para
comprobacion

Amplificacion de
EGO55_13845 (Xbal-
Sphl)

CTAGCTCGAGCATCTGCGCGA
CGGTCTCGC

ACCAAGCTTGACCTAAGGAG
GTGAATATGACAGCGACGA

STAGGATGTTAACTCATGTAC
GCCTCCTCGACGC

CTCAAGCTTGACCTAAGGAGG
TGAATATGCGCTATGTCGTT

CGCTGTTAACACGACTACCAG
TGCACGCCGG

CACATGGTCTCTTCTTGTCGA
TATCACCGATCA

CACATGGTCTCGTCATCCCCG
TTACTGTTCTGAT

CACATGGTCTCGATGACTTGT
CTGATATCTGTTGGA

CACATGGTCTCGTTCCCACTT
ATGACACGAAAGC

CACATGGTCTCTTCTTGGTCG
GCAATGATC

ACATGGTCTCGTCATCATGCC
CTGATTTATGTC

CACATGGTCTCGATGACCTTC
TCTCCCGAGCT

CACATGGTCTCGTTCCCGAAC
AACTCTGCCTAT

AAGTGCGTTATCGTTATC
AATTGGTCAGCATTCTC

TGAGGCGATCAGATC
CTACGCCGAATATGTC

ATATTCTAGAAAGGAGGTGA
ATATGTCCTCTGTGAATAACG
GGT

ATATGCATGCCTAGCTGATGA
CGTAATCGG
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EGO55_13860FwHindlll  Amplificacion de ATATAAGCTTAAGGAGGTGA
EGO55_ 13860 (Hindlll-  ATATGAAGTTTTCCATCATTT
Spel) ATGAA
EGO55_13860RvSpel ATATACTAGTTCAGCCAGCCA
CAGTTTCAA

2. Medios y condiciones de cultivo

Las soluciones y medios de cultivo liquidos y solidos empleados se prepararon
con agua destilada y se esterilizaron por calor hUmedo en un autoclave a 121 °C y 1 atm
de presion o por filtracion con filtros estériles Millipore® de 0.22 pum. Todos los
crecimientos se monitorizaron por turbidimetria a DOsoo con un espectrofotometro
UVMini-1240 (Shimadzu, Japon).

2.1. Medios y condiciones de cultivo para Escherichia coli

Para cultivar las células de E. coli se utilizé el medio liquido Luria-Bertani (LB)
(Sambrook y Russell, 2001) a 37 °C y en un agitador orbital a 200 rpm. Como medio
solido se utilizaron placas de LB con agar 1,5% (p/v) de Bacto Agar (Pronadisa, Espafia).
Cuando fue necesario, se usaron antibioticos a distintas concentraciones: kanamicina a 50
pg/mL, gentamicina a 10 pg/mL y cloranfenicol a 20 pg/mL (Sigma, EEUU).

2.2.  Medios y condiciones de cultivo para Caenibius tardaugens

El cultivo de C. tardaugens NBRC16725 en medio rico se realizé en 16 g/L de
Nutrient Broth (NB) (Difco, EEUU) en un agitador orbital a 200 rpm a 30 °C. Como
medio minimo para ensayar distintas fuentes de carbono, se utilizé el medio M63 (por
litro: 13,6 g KH2PO4, 20 g (NH4)2S04, 0,5 mg FeSO4-7H20, 0,25 g MgSO4-7H20; pH 8)
complementado con 0,04 g/L de CaCl.. Como medio sélido se utilizaron placas de NB
con agar 1,5% (p/v) de Bacto Agar (Pronadisa, Espafia). Cuando fue necesario, se afiadio
kanamicina a 10 pg/mL, gentamicina a 10 pg/mL o rifampicina a 50 pg/mL (Sigma,
EEUU).

2.3.  Medios y condiciones de cultivo para Mycolicibacterium
smegmatis

El cultivo de M. smegmatis en medio rico se realiz6 en LB suplementado con
Tween 80 (Sigma) al 0,05% (v/v) para evitar la agregacion de las células. Como medio
minimo se adapt6 el medio Middlebrook 7H9 Broth (Difco, EEUU). Para ello, al
preparado comercial se le afiadio la fuente de carbono deseada en vez de ADC (albumina,
dextrosa y catalasa), como indica la casa comercial, y se suplementé con Tween 80 al
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0,05%. M. smegmatis se cultivo a 37 °C y a 200 rpm en un agitador orbital. EI medio
solido empleado fue Bacto Middlebrook 7H10 Agar (Difco, EEUU) para cultivar las
celulas y, en caso necesario, se usaron los siguientes antibidticos: kanamicina 20 pg/mL
y gentamicina 5 pg/mL.

El medio de cultivo empleado en los biorreactores para M. smegmatis se compone
de licor de maiz macerado (Sigma, EEUU) (20 g/L), NaNOs (5,4 g/L), NH4ClI (0,28 g/L)
y NaH2PO4 (0,28 g/L) disuelto en agua destilada ajustado a pH 7,4.

2.4. Preparacion de esteroides

Los esteroides se pueden disolver utilizando metil-B-ciclodextrina (CDX)
(TRMB-T Randomly Methylated-Beta-Cyclodextrine, CTD Inc., EEUU). La CDX se
prepar6é a 70 mM en tampon PBS (por litro: 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g NaHPO4 y 0,24
g KH2POs; pH 6,8) y a continuacion se afiadieron los esteroides a las siguientes
concentraciones: testosterona (TES) a 10 mM, progesterona (PROG) a 9 mM y colesterol
(CHO) y colestenona (CHONA) a 7 mM, de forma que sus concentraciones finales fueron
2 mM TES, 1,71 mM PROG, 1,33 mM CHO y 1,33 mM CHONA. La solucién final se
sonicd durante 30 min y después se filtrd6 como se ha descrito previamente. Con esta
proporcion, la concentracion final de las CDX en las soluciones stock fue de 13,33 mM
y la concentracion de los esteroides fue equimolar en cantidad de carbono.

En otros casos los esteroides se disolvieron en Tyloxapol (Sigma, EEUU) 10%
(v/v) a una concentracion final de 5 mM. Una vez preparada, la solucién se sonico y se
autoclavo 2 veces para su completa disolucion.

Los fitoesteroles de soja usados como sustrato en los ensayos con biorreactores se
obtuvieron de Gadea Biopharma (Espana) y se componen principalmente de p-sitoesterol
(54,4%), campesterol (36,8%) y estigmasterol (8,7%). Para su disolucion, los fitoesteroles
se disolvieron en aceite de girasol sonicando y calentando a 50 °C durante una hora 'y a
continuacion la mezcla se autoclavd.

2.5.  Conservacion de las cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se conservaron en sus respectivos medios solidos a 4 °C
durante periodos de un mes maximo. Para su conservacion a largo plazo, todas las cepas
se crecieron en medio rico liquido al que se afiadié glicerol 20% (v/v) y posteriormente
se guardaron a -80 °C.

3. Técnicas de manipulacion de ADN

En las técnicas de biologia molecular para manipulacion del ADN se utilizaron
endonucleasas de restriccion, enzima T4 ADN ligasa y polimerasa Phusion High-Fidelity
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de New England Biolabs (EEUU), siguiendo las especificaciones marcadas por la casa
comercial. Para purificar fragmentos de ADN, se emplearon los kits QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Alemania) o QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemania).
En caso de medir la concentracion de ADN, se utilizd un NanoDrop™ OneC (Thermo
Scientific, EEUU) de acuerdo a las instrucciones del equipo.

3.1. Extraccion de ADN cromosémico

Para la extraccion de ADN cromosdmico se utilizo el siguiente procedimiento. Un
volumen de 10 mL de medio inoculado y cultivado durante 18 h se centrifugd a 3800 rpm
en una centrifuga 5810 R (Eppendorf, EEUU) durante 15 min. El sedimento se
resuspendi6 en 400 pL de Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris pH 7,5 con 1 mM EDTA) y se
incub6 a 80 °C durante 20 min. Una vez atemperado, se afiadieron 50 pL de lisozima
(Sigma, EEUU) a 10 mg/mL, se mezcl6 con un vortex y se dejé incubar durante 1 h a 37
°C. A continuacidn, se afiadieron 75 pL de proteinasa K (Roche, Suiza) a 10 mg/mL con
10% (v/v) de dodecilsulfato sodico (SDS), se mezcld con vortex y se incubo durante toda
la noche a 65 °C. A la mezcla se le afiadieron 200 uL de NaCl 5M precalentado a 65 °C
y se volvié a incubar a la misma temperatura 10 min. Una vez pasado el tiempo, se
afiadieron 750 uL de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se homogeneizé mediante
vortex y se centrifugd en una MiniSpin (Eppendorf, EEUU) a 13400 rpm durante 10 min.
El ADN, que se encuentra en la fase acuosa, se transfirié a otro tubo eppendorf y se
precipito con 0,6 volumenes de isopropanol frio. Se mezcl6 invirtiendo el tubo y se dejé
30 min a -20 °C. Se volvi6 a centrifugar 15 min a 13400 rpm, se retir6 el sobrenadante y
se lavd el sedimento con etanol al 70% (v/v) en frio. Se dej6 secar 5 min a temperatura
ambiente y finalmente se resuspendid en 40-100 pL de agua MilliQ.

3.2. Aislamiento de ADN plasmidico

Para la extraccion de ADN plasmidico de E. coli o de C. tardaugens se utilizé el
kit High Pure Plasmid Purification Kit (Roche, Suiza) siguiendo las especificaciones del
fabricante. En el caso de M. smegmatis, antes de utilizar el kit indicado, se incubaron las
células previamente con 50 pL de lisozima 50 mg/mL a 37 °C durante 30 min.

3.3.  Reaccion en cadena de la polimerasa de ADN (PCR)

Para la amplificacion de ADN se utilizé la polimerasa Phusion High-Fidelity
(New England Biolabs, EEUU) incluyendo su tampdn de reaccién. Ademas, se afiadieron
oligonucleotidos 0,5 uM y dNTPs 0,25 mM y DMSO al 5% (v/v) cuando se usa un ADN
como molde con un alto contenido en GC. Las condiciones estandar de PCR fueron: un
primer ciclo de 98 °C durante 30 s; 30 ciclos de 10 s a 98 °C, 30 s a la temperatura de
anillamiento de los oligonucledtidos seguido de una amplificacion a 72 °C (dejando 30 s
por cada 1 kb); un ciclo final de 5 min a 72 °C. Todo esto se llevo a cabo en el
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termociclador Veriti™ 96-Well (Applied Biosystems, EEUU). Como molde se utilizo
ADN gendmico o plasmidico extraido o biomasa de la cepa de interés hervida en TE a 80
°C durante 20 min.

3.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

Los fragmentos de ADN extraidos o purificados se visualizaron en geles de
agarosa (Condalab, Espafia) al 0,7% o 1,5% (p/v) en tampon TAE (Tris-HCI 40 mM,
acido acético 20 mM y EDTA 2 mM; pH 8.1). Este mismo tampon fue utilizado como
electrolito en una cubeta Mupid-One a 135 V durante 25 min. A las muestras se les afiadio
el tampdn de carga 10X Loading Buffer (Takara) y los geles se tifieron con Gel Red
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, EEUU). EI marcador de peso molecular utilizado fue
NZYDNA Ladder Il (NzyTech, Portugal) y los geles se revelaron con radiacion UV en
un transiluminador Gel Doc XR+ (Bio-Rad, EEUU).

3.5. Secuenciacion de ADN

La secuencia de fragmentos de ADN se llevo a cabo por la empresa Plasmidsaurus
Inc. (EEUU) mediante tecnologia de nanoporos (Oxford Nanopore Technologies, Reino
Unido) o por la empresa SECUGEN SL con un secuenciador automéatico ABI PRISM
3730 (Applied Biosystems, EEUU). Las reacciones de amplificacion se realizaron
mediante PCR en el termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin-Elmer, EEUU)
y para la reaccion de secuenciacion se uso el kit Dye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit (Applied Biosystems, EEUU) con la polimerasa AmpliTaq FS (Thermo
Scientific, EEUU).

3.6. Clonaje Golden Standard

Para el clonaje modular se ha utilizado la herramienta Golden Standard descrita
por (Blazquez et al., 2023). Las distintas partes a clonar correspondientes a promotor,
RBS, CDS, terminador o linker que contienen las dianas de Bbsl se clonan de forma
individual en un plasmido de nivel 0 y se seleccionan por resistencia a espectinomicina.
Para formar una unidad transcripcional, estas partes se clonan a la vez en un plasmido de
nivel 1, que presenta resistencia a kanamicina. Para clonar varias unidades
transcripcionales construidas en plasmidos de nivel 1, se usa un plasmido de nivel 2 y se
seleccionan por resistencia a gentamicina. La reaccion se explica brevemente: para 20 pL
de mezcla de reaccion se afiaden 40 fmol de cada plasmido y 200 U de ligasa T4 (New
England Biolabs, EEUU). Para construir los plasmidos de nivel 0y 2 se emplean 10 U de
la enzima de restriccion Bbsl (New England Biolabs, EEUU), mientras que para
ensamblar los plasmidos de nivel 1 se utilizan 10 U de Bsal-HFv2 (New England Biolabs,
EEUU). Todas las reacciones se realizan con buffer CutSmart 1X (New England Biolabs,
EEUU) y con ATP 10 pM. Las condiciones de reaccion son: 28 ciclos de 37 °C durante
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1,5 min mas 3 min a 16 °C. Despues 5 min a 50 °C, 5 min a 37 °C y finalmente 10 min a
80 °C. Finalmente todo el volumen se usa para transformar E. coli como se describe a
continuacion.

4. Experimentos de modificacion genética

4.1. Transformacion de células de E. coli

Las células de E. coli se transformaron mediante dos métodos. El primero de ellos
es el método de RbCI descrito por (Sambrook y Russell, 2001) con choque térmico,
incubando primero 3 min a 37 °C, seguido de una segunda incubacidn en hielo durante 2
min y una posterior recuperacion con LB a 37 °C y agitacion durante 1 h. El segundo
método es la electroporacion. En este caso las células a transformar se cultivaron hasta la
fase estacionaria y después se lavaron 3 veces con agua destilada fria para retirar las sales
presentes en el medio. A continuacion, las células se concentraron en 100 pL y se
colocaron en una cubeta de electroporacion de 2 mm (Cell Projects, Reino Unido),
previamente enfriadaa 4 °C, junto con 200 ng de ADN a transformar. La mezcla se incub6
en frio durante 10 min y, una vez pasado el tiempo, se electropor6 usando un Gene Pulser
(Bio-Rad, EEUU) a 2,5 kV, 25 pF y 200 Q. Inmediatamente se afiadiéo 1 mL de medio
LB ala cubetay se incubd 1 h a 37 °C en agitacion. Finalmente, las células transformadas
se plaquearon en el medio sélido indicado con los antibidticos correspondientes.

4.2. Transformacion de células de C. tardaugens

Para modificar genéticamente la cepa C. tardaugens, se utilizd la conjugacion
triparental. En este caso, C. tardaugens resistente a rifampicina fue la cepa receptora, la
cepa E. coli DH10B con el plasmido a transferir fue la cepa donadora y la cepa E. coli
HB101 con el plasmido pRK600 fue la cepa auxiliar (de Lorenzo y Timmis, 1994). La
cepa receptora primero se cultivd en medio NB hasta su fase exponencial tardia (48 h
aprox.). A continuacion, las células se centrifugaron a 3800 rpm a 4 °C durante 15 min
utilizando una centrifuga 5810 R (Eppendorf, EEUU) y el sedimento se lavo con solucion
salina estéril 0,85% (p/v) de NaCl y se volvieron a centrifugar. El sedimento final se
resuspendio en 800 pL de esta misma solucion. Por otro lado, la cepa donadora y la cepa
auxiliar se cultivaron en 2 mL de LB en tubos estériles de plastico de 10 mL hasta la fase
exponencial tardia (6 h aprox.) usando un preindculo cultivado en 10 mL de LB a 37 °C
y 200 rpm con los antibioticos necesarios. Los cultivos se lavaron como se ha descrito
previamente y se resuspendieron en 100 pL de solucién salina. Se mezclaron 50 pL de
cada cepa y se colocaron en un filtro de disco MF-Millipore de 0,22 um (Merck,
Alemania) sobre una placa de NB, que se llevd a 30 °C durante un dia. Finalmente, se
recogieron los filtros, se colocaron en un tubo eppendorf con 1 mL de solucion salina y
se agitd en un vortex para separar las células, que fueron seleccionadas plagueando en
placas de NB con rifampicina 50 pg/mL y el antibiético correspondiente.
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4.3. Transformacion de células de M. smegmatis

Las células de M. smegmatis se transformaron mediante electroporacion. Para
preparar las células electrocompetentes, se siguid el protocolo descrito por Parish y
Stoker, (1998). Con un preindculo de la cepa en fase estacionaria en LB con 0,05% de
Tween 80 se inocularon 200 mL del mismo medio de cultivo a una DOsgo de 0,01, y se
deja crecer a 37 °C a 200 rpm de agitacion durante unas 18 h (DOe00=0,8-1). Este cultivo
se incubo durante 1 h a4 °C y se centrifug6 a 3800 rpm durante 20 min en una centrifuga
5810 R (Eppendorf, EEUU) para despues realizar varios lavados y centrifugaciones
seguidas usando glicerol 10% (v/v) con Tween 80 0,05%. Tras el ultimo lavado y
centrifugacion, el sedimento se resuspendio en 1 mL de la misma solucion de lavado y se
repartio en alicuotas de 200 L que se guardaron a -80 °C hasta su uso.

Una vez generadas las células electrocompetentes, 100 pL de estas se mezclaron
con 1 pg del ADN plasmidico a transformar y se incubaron en una cubeta de
electroporacion de 2 mm (Cell Projects, Reino Unido) en hielo durante 10 min. Después,
las células se electroporaron en un Gene Pulser (Bio-Rad, EEUU) a 2,5 kV, 25 pF y 1000
Q y se devolvieron al hielo durante 5 min mas. Finalmente, las células se resuspendieron
en 1 mL de LB con Tween 80 0,05% y se incubaron a 37 °C en agitacion durante 4 h
hasta que se sembraron en una placa de LB con el antibi6tico correspondiente.

4.4. Obtencidn de mutantes por delecion génica

La construccion de las diferentes cepas mutantes recogidas en la Tabla M1 se
realizé mediante doble recombinacién homologa usando los plasmidos suicidas pJQ200x
y pK18msg para M. smegmatis y C. tardaugens, respectivamente. Para ello se
amplificaron por PCR dos fragmentos de unos 500-800 pb correspondientes a la regién
aguas arriba (UP) y aguas abajo (DOWN) del gen a mutar usando los oligonucleétidos
recogidos en la Tabla M3. Ambos fragmentos UP y DOWN y los vectores suicidas de
destino se digirieron usando las enzimas de restriccion correspondientes siguiendo las
instrucciones del fabricante y posteriormente se ligaron utilizando la ligasa del fago T4
(New England Biolabs, EEUU). Esta ligacion se transformé en E. coli como se ha
indicado previamente y se selecciond e identifico mediante PCR la cepa con el plasmido
deseado.

En C. tardaugens, una vez obtenido el plasmido suicida con los fragmentos UP y
DOWN necesarios para mutar un gen, se realizd una conjugacion triparental y los
transformantes que han realizado la primera recombinacién homdloga se seleccionaron
en placas de NB con kanamicina (100 pg/mL) y rifampicina (50 pg/mL). La insercion del
plasmido se comprobd mediante PCR usando un oligonucleétido que hibrida en el
plasmido (R24 o F24) y otro que hibrida en la region externa de la insercién (Tabla M3).
El transformante seleccionado se cultivd en medio liquido NB sin antibidticos hasta la
fase estacionaria y a continuacién se plaque6 en placas de NB con sacarosa 5% (p/v), de
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forma que la expresion del gen sacB del plasmido suicida hace toxica la sacarosa y se
fuerza la segunda recombinacion homdloga. Las colonias obtenidas se analizaron por
PCR para comprobar que tenian el nuevo genotipo mutado o que habian recuperado el
genotipo silvestre utilizando dos oligonucleétidos externos al gen a mutar.

En el caso de M. smegmatis, se siguio un procedimiento parecido salvo que en
este caso las células se electroporaron para ser transformadas. Ademas, los transformantes
se seleccionaron en placas de LB con gentamicina (5 pg/mL) y la contraseleccion se
realizd en medio 7H10 con sacarosa al 10%.

5. Técnicas de manipulacion de ARN

5.1. Extraccion de ARN total de C. tardaugens

La extraccion de ARN se realizé a partir de 12 mL de cultivo en dos condiciones
distintas en fase exponencial (DOs00=0,6-0,8). Estas células primero se lavaron con
solucion salina 0,85% Y se pretrataron primero con 400 pL de lisozima (50 mg/mL) en
tampdn TE a 37 °C durante 10 min. A continuacién, se siguieron 3 ciclos de congelacion-
descongelacion incubando 4 min en hielo seco y luego 3 min a 37 °C. Una vez lisadas las
células, el ARN total se aislo utilizando el kit High Pure RNA Isolation kit (Roche, Suiza)
y para eliminar el ADN contaminante se utilizo el kit DNAse and Removal treatment kit
(Ambion, EEUU), siguiendo con ambos las indicaciones del fabricante. Para medir la
concentracion de ARN obtenido se utilizd un NanoDrop™ OneC (Thermo Scientific,
EEUU).

5.2. Secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq)

La secuenciacion completa del ARN se realizd en Macrogen NGS (Corea).
Primero se seleccionaron aquellas muestras que presentaban un valor de RNA Integrity
Number (RIN) igual o superior a 7 y para eliminar el ARN ribosomal se utilizo el kit de
lllumina Inc. Ribo-Zero rRNA Removal kit (EEUU). Se preparé a continuacion una
libreria del ARNm de 100 pb, pareadas, con el kit TruSeq RNA Sample Prep kit v2
(lllumina Inc., EEUU) y la calidad de estas librerias se comprobd en un bioanalizador
Agilent Technologies 2100 (EEUU). Finalmente, la secuenciacion de la libreria se realizd
en un HiSeq 3000/4000 (Illumina Inc. EEUU) con el kit TruSeq 3000 4000 SBS kit v3
(lMlumina Inc, EEUU) y los resultados obtenidos se realizaron en el servicio de
Bioinformatica y Bioestadistica del Centro de Investigaciones Bioldgicas “Margarita
Salas” (CIB-CSIC). La calidad de los datos crudos obtenidos primero se comprobd
usando FastQC y después las lecturas se limpiaron y filtraron usando el programa
Trimmomatic 0.39 (Bolger et al., 2014). Las lecturas obtenidas se alinearon frente al
genoma de C. tardaugens (numero de acceso CP034179) mediante el programa Bowtie2
2.4.2 (Anders et al., 2015) y el analisis de los genes expresados diferencialmente se
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realizdé con el programa Deseq2 1.32.0 en R 3.6.3 (R: The R Project for Statistical
Computing; https://www.r-project.org).

6. Teécnicas de manipulacion de proteinas

6.1. Obtencidn de extractos proteicos de E. coli

Para sobreexpresar proteinas en E. coli, las células se cultivaron en 50 mL de LB
con el antibidtico necesario en agitacion a 200 rpm y 37 °C hasta alcanzar una DOsoo de
0,6-0,8 para después inducir la expresion de la proteina de interés afiadiendo 0,2 mM de
isopropil-p-D-tiogalactopiranosido (IPTG) (Sigma, EEUU). Una vez inducido, el cultivo
se mantuvo en agitacion a 200 rpm a 30 °C durante 3 h mas, momento en el que se
centrifugo y se lavo el cultivo y el sedimento se guardd a -20 °C hasta su posterior uso.

Para sobreexpresar el citocromo P450, a los cultivos de LB se les afiadio 1 mM de
acido 5-aminolevulinico y 1 mM de FeSO4 para favorecer la formacion del grupo hemo.

Para lisar las células, el sedimento se resuspendié primero en un tampon de fosfato
potasico 50 mM pH 8 y se sonicaron en un sonicador Branson 150 alternando 6 ciclos de
10 s a maxima intensidad y 30 s de reposo en hielo. También las muestras se lisaron
usando una prensa de French (Aminco Corp, EEUU) a una presion de 20000 psi. En
ambos casos, el extracto total se centrifugé a 14000 rpm a 4 °C durante 15 min en una
centrifuga Sigma 1-15K (EEUU) para separar la fraccion soluble de la fraccion insoluble.
La concentracién total de proteina presente en la fraccidn soluble se determind mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976).

6.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (PAGE-SDS)

Las muestras de proteinas primero se hirvieron durante 10 min a 100 °C en
presencia de tampon ruptura (Tris-HCl 250 mM a pH 6,8, SDS 2% (p/v), P-
mercaptoetanol 5% (v/v), glicerol 10% (v/v) y azul de bromofenol 0,05% (v/v)). Se
preparé un gel de poliacrilamida al 12,5% (v/v) con SDS (Laemmli, 1970) y la
electroforesis se realiz6 en una cubeta de electroforesis (Bio-Rad, EEUU) usando como
electrolito tampon Tris-HCI 25 mM (pH 8) con glicina 192 mM y 0,1% (p/v) de SDS.
Primero se aplicd una corriente de 80 V durante 20 min y despues se subio a 120 V.
Después, las proteinas fueron tefiidas con Coomasie Brilliant Blue R250 (Swank y
Munkres, 1971). Para conocer el peso molecular de las proteinas, se utiliz el marcador
BlueStar Prestained Protein Marker (Nippon Genetics, Japon) que presenta el siguiente
patrén de proteinas: 180 kDa (azul), 130 kDa (azul), 100 kDa (azul), 75 kDa (rojo), 63
kDa (azul), 48 kDa (azul), 35 kDa (azul), 28 kDa (verde), 17 kDa (azul), 10 kDa (azul).
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6.3. Ensayos enzimaticos in vitro de la actividad Baeyer-Villiger
monooxigenasa (BVMO)

La actividad de la proteina BVMO se ensayd en un espectrofotometro UV-1900i
(Shimadzu, Japdon) midiendo el descenso de la absorbancia del cofactor NADPH a 340
nm (eNADPH = 6,22 cm™ mM™) en presencia del sustrato. La reaccion enzimatica se
realizd a 25 °C en cubetas de cuarzo de HELLMA Analytics (Alemania) de 10 mm de
paso Optico afiadiendo 2 mg/mL de extracto proteico en tampén fosfato 50 mM pH 8. Los
sustratos a ensayar se prepararon a 50 mM en metanol y se afiadieron a una concentracion
final de 0,5 mM vy la reaccion empez6 cuando 0,2 mM de NADPH se afiadieron al medio
de reaccion. La actividad especifica (U/mg de proteina) se definié como el nimero de
nmol de NADPH consumidos en 1 min por mg de proteina total.

Para medir la actividad de la proteina LLM con actividad Baeyer-Villiger
monooxigenasa, se realizd un ensayo ligeramente diferente. En este caso, 4 mg/mL de
extracto proteico en tampén fosfato 50 mM pH 7,5 se ensayaron en un vial de vidrio
(Supelco, USA) con agitacion magnética y a temperatura ambiente. Se afladié FMN a una
concentracion de 20 uM y el sustrato a 0,5 mM. La reaccién comenz6 al afiadir 5 mM de
NADH y se tomaron muestras de 200 pL a los 0, 5y 30 min y la reaccién se detuvo con
500 pL de cloroformo. En este caso, la actividad especifica (U/mg proteina) se definid
como el numero de nmol de sustrato consumido en 1 min por mg de proteina total.

6.4. [Ensayos enzimaticos in vitro de la actividad de citocromos
CYP450

Para ensayar la actividad enzimatica de los citocromos CYP450 se utilizaron
viales de vidrio (Supelco, USA). El volumen final de reaccion era de 200 puL que
contenian 100 pg de extracto proteico, tampon fosfato sédico 50 mM (pH 7,5), MgCl. 10
mM, CDX 0,4 mM, ferredoxina de espinaca 1 uM, ferredoxina NADP-reductasa (0,2
U/mg), catalasa de higado bovino (0,1 mg/mL), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (0,4
U/mg) y glucosa 6-fosfato 4 mM. EI sustrato se disolvié en metanol a una concentracion
de 5 mM y se afiadié a una concentracion final de 0,1 mM. La reaccién se inici6 nada
mas afadir NADPH 0,1 mM, se mantuvo con agitaciobn magnética y a temperatura
ambiente y se tomaron muestras de 50 pL a los 0, 30 y 60 min. La reaccion se detuvo
afiadiendo 100 pL de acetonitrilo con &cido formico 0,1% (v/v).

6.5. Modelado y andlisis in silico de la estructura de los CYP450
candidatos de C. tardaugens

La estructura tridimensional de los CYP450 seleccionados se model6 mediante
reemplazo molecular utilizando los modelos de AlphaFold2 y mediante varios ciclos
repetitivos de refinamiento. La conformacion del grupo hemo junto con el colesterol se
obtuvo de la base de datos Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/) y se afiadio
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de forma manual a la proteina revisando las interacciones quimicas posibles. Las
estrcuturas se visualizaron con el programa PyMOL (https://www.pymol.org/).

7. Biotransformaciones de esteroides in vivo

7.1. Ensayos de biotransformacion de esteroides con celulas en
crecimiento en matraz

Para el ensayo se partié de un preinoculo de M. smegmatis cultivado en LB con
Tween 80 0,05% durante un fin de semana. La biomasa se lavo con solucion salina con
Tween 80 0,05% y se empled para inocular el medio de biotransformacién a una
DOs00=0,05. Como medio liquido para las biotransformaciones se utiliz6 el medio
minimo Middlebrook 7H9 Broth (Difco) con glicerol 9 mM como fuente de carbono y
energia, y el esteroide a biotransformar a una concentracion de 1 mM disuelto en
Tyloxapol 10%. En este caso, el Tyloxapol sustituye al Tween 80 para evitar la formacién
de grumos y su concentracién final no super6 en ningun caso el 3,6%. Se tomaron 800
ML de muestra cada 24 h durante 96 h que se usaron para medir la DOegoo del cultivo y se
guardaron a -20 °C hasta su uso.

En el caso de las cepas de C. tardaugens a ensayar, las biotransformaciones se
realizaron en medio liqguido NB complementado con el esteroide de interés disuelto en
CDX como se ha descrito en el apartado 2.4. De igual forma, se extrajeron muestras de
800 uL para controlar el crecimiento del cultivo y analizarlas posteriormente.

7.2. Ensayos de biotransformacion de esteroides con células en
reposo (resting cells) en matraz

Para las biotransformaciones en resting cells con M. smegmatis se empled un
cultivo en medio rico para inocular a una DOgpo=0,05 50 mL de LB con Tween 80 0,05%.
Este cultivo se mantuvo 48 h hasta alcanzar la fase estacionaria (DOgoo=4-5), se
centrifug6 a 3800 rpm durante 20 min y se lavaron las células con solucion salina 0,85%.
El medio de biotransformacion utilizado fue un tampon fosfato potasico 50 mM pH 8 con
glicerol 2% (p/v) o glucosa 2% (p/v) como fuente de energia y el esteroide de interés
disuelto en CDX a una concentracion final de 500 mg/L. El ensayo de resting cells se
inoculd a una DOeqo inicial de 16-18 y se tomaron 800 uL de muestraalas 0, 1, 3, 5, 7,
24, 30 y 48 h, que se guardaron a -20 °C hasta su anélisis. Cuando se emplearon
fitosteroles en el ensayo, debido a su alta hidrofobicidad, primero se disolvieron en 100
puL de isopropanol caliente a 60 °C y después se afiadié al medio con la misma
concentracion final de CDX.

C. tardaugens se cultivd en 125 mL de medio rico NB durante 48 h hasta una
DOeoo=2. Estas células se lavaron con solucion salina y se concentraron mediante
centrifugacion a 3800 rpm en una centrifuga 5810 R (Eppendorf, EEUU) durante 15 min
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hasta una DOeqo inicial de 16-18 en medio NB complementado con 500 mg/L del sustrato
esteroideo preparado en CDX. Se tomaron 800 pL de muestraalas 0, 1, 3,5, 7,24y 30
h, que se guardaron a -20 °C hasta su uso.

Los medios ricos utilizados en los indculos se complementaron con &cido 5-
aminolevulinico 1 mM y FeSO4 1 mM si la cepa de interés expresaba un CYP450.

En el caso de E. coli, se utilizo un preindculo cultivado en LB con el antibiotico
correspondiente. Estas células se lavaron y se usaron para inocular a una DOggo=0,2 50
mL de medio minimo M9 con casaminoacidos 1% (p/v), &cido 5-aminolevulinico 0,5
mM, FeSO4 0,1 mM vy glucosa 0,4% (p/v). Pasadas 2 h, cuando el cultivo alcanzé una
DOs00=0,6-0,8, éste se indujo con 0,2 mM de IPTG. Unas 18 h mas tarde se concentraron
10 mL del cultivo en 1 mL de tampdn compuesto de tampon fosfato 50 mM pH 7,5,
glicerol 2% (p/v), IPTG 0,1 mM, CDX 20 mM, el sustrato a ensayar a 0,25 mM disuelto
en metanol y el antibiodtico correspondiente. La mezcla de reaccion se incub6 a 30 °C con
agitacion a 200 rpm y se tomaron muestras a las 0 y a las 24 h.

7.3. Ensayos de biotransformacion de esteroides en crecimiento a
escala de biorreactor

El medio de biotransformacién en biorreactor se preparé como se indica en el
apartado 2.3 y se afiadié a un biorreactor de 2 L Sartorius AG (Alemania). Al mismo
tiempo, se disolvieron 14 g de fitoesteroles en 160 mL de aceite de girasol como se
describe en el apartado 2.4 y se autoclavaron junto al reactor. Recién autoclavados se
mezclaron los fitoesteroles en aceite con el medio de cultivo y se ajusto el pH inicial a
7,4, la temperatura a 37 °C, la agitacién a 600 rpm y el flujo de aire a 1 vvm. El oxigeno
disuelto se mantuvo controlado por encima del 20% a lo largo del experimento. El
preindculo se cultivd en 200 mL de LB con Tween 80 0,05% durante 72 h y luego se
concentré en 100 mL a una DOsoo de 2-2,5 mediante centrifugacion a 3800 rpm en una
centrifuga 5810 R (Eppendorf, EEUU) durante 10 min, de forma que, al inocular, el
volumen final en el biorreactor fue de 1 L y la DOeoo inicial de 0,2-0,25. Finalmente, se
fueron tomando muestras de 15 mL de cultivo cada 24 h y se guardaron a -20 °C.

8. Técnicas cromatograficas

8.1. Extraccion de esteroides

Los esteroides presentes en las muestras obtenidas se extrajeron afiadiendo dos
volimenes de cloroformo, la mezcla se llevo al vortex durante 45 sy se centrifug6 durante
2 min a 13000 rpm en una centrifuga MiniSpin (Eppendorf, EEUU). La fase organica se
evapord en una campana de extraccion y el sedimento se resuspendio en 200 pL de
acetonitrilo (ACN).

73



Materiales y métodos

En el caso de las muestras obtenidas del ensayo en biorreactor, estas se
centrifugaron a 3800 rpm durante 30 min en una centrifuga 5810 R (Eppendorf, EEUU)
a 3800 rpm de forma que se separan la fraccion de aceite de la fraccidon acuosa. 50 pL de
la fraccion de aceite se utilizaron para su analisis posterior.

8.2. Cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) y acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-MS)

La cuantificacion de los fitoesteroles se realizé mediante HPLC segun el protocolo
descrito en Yang et al. (2023). 50 pL de muestra se disolvieron en 200 pL acetato de etilo
de los cuales 20 pL se analizaron en un HPLC 1260 Infinity Il LC System (Agilent
Technologies, EEUU) acoplado a un detector de diodos (Diode Array Detector, DAD).
La columna empleada fue la Eclipse Plus C18 (5 pum; 4.6 x 250 mm) (Agilent
Technologies, EEUU) calentada a 30 °C, la fase movil fue metanol:acetonitrilo (80:20) y
el flujo se fijé en 1 mL/min. Cada carrera duré 30 min y se detectaron los compuestos
midiendo su absorbancia a 195, 205y 210 nm.

Para analizar el resto de esteroides, las muestras se inyectaron en un HPLC-MS
1260 Infinity Il (Agilent Technologies, EEUU) acoplado a un InfinityLab LC/MSD XT
(Agilent Technologies, EEUU). El equipo presenta un inyector automéatico con DAD y
una trampa iénica con electroespray. La columna utilizada fue Poroshell 120 EC-C18 (4
um; 4.6 x 100 mm) (Agilent, EEUU). El método de separacion consisti6 en un flujo de 1
mL/min empezando con un 70% de solvente A (H20 con 0,1% de &cido formico) y un
30% de solvente B (ACN con 0,1% de &cido férmico) durante 5 min. Después, el solvente
B se incremento hasta el 55% durante 20 min y después se volvio al 30% de solvente B
en 2 min. La deteccion de los compuestos se realiz6 a 195, 210, 230, 250 y 275 nm.

Los compuestos esteroideos se identificaron utilizando los compuestos
comerciales disponibles como referencia 0 mediante su espectro de masas. La
cuantificacion de los esteroides se realiz6 mediante rectas patrén de los compuestos puros.

8.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-
MS)

Previo al analisis de las muestras por GC-MS, la fase organica extraida y
evaporada se derivatizo formando derivados de éter de trimetilsililo reaccionando 50 pL
de N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida con trimetilclorosilano (BSTFA) (Sigma,
EEUU) con 50 pL de piridina a 80 °C durante 20 min. Los compuestos comerciales
estandar se derivatizaron de la misma manera. El equipo utilizado fue un cromatégrafo
de gases Agilent 7890A acoplado al detector de masas Agilent 5975C (Agilent
Technologies, EEUU). Los espectros de masa se registraron en modo de impacto de
electrones (El) a 70 eV y el rango fijado fue m/z 50-550. La columna capilar del
cromatografo presentaba unas dimensiones de 30 x 0,25 mm (espesor de pelicula de 0,25
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pum) HP-5MS (5% de difenilo y 95% de dimetilpolisiloxano) (Agilent Technologies,
EEUU). Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: relacién de division 20:1,
temperatura de inyector 320 °C, la temperatura de la columna empez6 en 240 °C durante
3 miny luego se calent6 hasta los 320 °C incrementando 5 °C por minuto. Los espectros
de masas obtenidos se compararon con aquellos obtenidos de los estandares depositados
en la base de datos de espectros de masas NIST (NIST 2011).

9. Ensayos de fluorescencia en placas multipocillo

Para estudiar la actividad de los distintos promotores, sitios de union del ribosoma
(RBS) y terminadores en M. smegmatis, la cepa se transformd con distintas
construcciones que contenian fusiones transcripcionales con la proteina roja fluorescente
(Red Fluorescent Protein, RFP) como marcador (Tabla M2). Las cepas recombinantes se
cultivaron primero en LB con Tween 80 0,05% con el correspondiente antibiotico y se
utilizaron como preinéculo de cultivos en medio minimo 7H9 con glicerol 18 mM y
Tween 80 0,5% hasta una DOep0=0,6-0,8. Estos cultivos se utilizaron a su vez para
preparar una placa de 96 pocillos de fondo transparente-negro (Thermo Fisher) con 3
réplicas técnicas de 200 pL a una DOs0o=0,2. El crecimiento y la fluorescencia emitida
se monitorizaron en un lector de placas Victor Nivo PerkinElmer (Biolab, EEUU) a 37
°C con agitacion a 1200 rpm, midiendo DOego y excitando a 580 nm y recogiendo a 625
nm para la RFP, con 500 ms de exposicion. Las medidas se tomaron cada 30 min.

10.Calculos
El rendimiento molar (MY se calcul6 utilizando la siguiente férmula [Eq. 1]:

[Sintona](mM) .

MY (%) = [Sc](mM)

100

Donde el término “Sintona” se refiere a cualquier esteroide obtenido como
producto y “Sc” a los esteroles consumidos.

La Productividad (P) se calcul6 mediante la formula indicada [Eq. 2]:

g [Sintona](g/L)
P ()

B t (h)

Donde el término “t” se refiere a tiempo (h).

11. Analisis bioinformaticos

El software Geneious Prime® (v2025.1.3, https://www.geneious.com) se utilizo
para todos los analisis in silico relativos a la visualizacion de genomas y plasmidosy a la
comprobacion de clonajes, secuenciaciones y amplificaciones por PCR. Los
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alineamientos de secuencia se realizaron utilizando las herramientas BLAST (del inglés
Basic local alignment search tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y ClustalW
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo) aplicando los pardmetros
preestablecidos. Para realizar los analisis comparativos de clusters génicos se empleé la
herramienta online CAGECAT (https://cagecat.bioinformatics.nl/) con los pardmetros
preestablecidos. Las representaciones graficas de los datos y el calculo de su media y
desviacion estandar se realizaron con el software GraphPad Prism (v 9.4.1,
https://www.graphpad.com).
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1.1. Optimizacion de la produccién de androstenediona (C19)
mediante biotransformacion a partir de esteroles

Publicacién 1 (Anexo 1)

Titulo: Identification of the aldolase responsible for the production of 22-hydroxy-23,24-
bisnorchol-4-ene-3-one from natural sterols in Mycolicibacterium smegmatis

Autores: Gabriel Hernandez-Fernandez, Miguel G. Acedos, José L. Garcia, Beatriz
Galéan

Revista: Microbial Biotechnology

Referencia: Hernandez-Fernandez, G., Acedos, M.G., Garcia, J.L. & Galan, B. (2023)
Identification of the aldolase responsible for the production of 22-hydroxy-23,24-
bisnorchol-4-ene-3-one from natural sterols in Mycolicibacterium smegmatis. Microbial
Biotechnology, 00, 1-10. https://doi.org/10.1111/1751-7915.14270

Aportacion del doctorando: el doctorando Gabriel Hernandez ha llevado a cabo la parte
experimental y de investigacion, asi como el andlisis de los datos y la escritura del
borrador original del articulo.

Resumen:

Las sintonas C19, como la androstenediona (AD) son de gran importancia para la
industria farmacéutica ya que se utilizan como materia prima para la sintesis de
testosterona y otros andrégenos y estrogenos. Actualmente se producen utilizando cepas
mutantes de micobacterias a partir de la biotransformacion de esteroles. Estas cepas
ademas de producir AD acumulan otros subproductos, como los esteroides C22, entre los
que se encuentra el 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona (4-HBC). Estos compuestos
intermediarios se generan a traves de una ruta alternativa de la degradacion de los
esteroles generando una disminucién en el rendimiento del proceso, lo que dificulta los
pasos de purificacion posteriores del compuesto de interés. En este trabajo se ha
identificado el gen MSMEG 6561 que codifica una aldolasa involucrada en la
transformacion del 22-hidroxi-3-oxo-colest-4-en-24-carboxil-CoA (22-OH-BCN-CoA)
en (20S)-3-oxopregn-4-en-20-carboxaldehido (3-OPA), el precursor del esteroide C22 4-
HBC. Cuando se deleciona este gen en una cepa de M. smegmatis productora de AD, la
produccion de la sintona C19 de interés a partir de esteroles aumenta, evitdndose la
acumulacién de cualquier subproducto. Esta nueva cepa produce hasta 240 mg/L de AD
a partir de colesterol mediante biotransformaciones en matraz, aumentando el
rendimiento molar de un 59% a un 81%. Ademas, esta cepa se ensay0 a escala de
biorreactor utilizando 10 g/L de fitoesteroles como materia prima, observandose una
produccion de 7 g/L de AD con una productividad a las 24 h de 0,17 g/L h™.

81


https://doi.org/10.1111/1751-7915.14270

Resultados. Capitulo 1

1.2. Produccion del esteroide C22 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-
ona mediante biotransformacion de esteroles

Publicacién 2 (Anexo I1)

Titulo: Improving the production of 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one in
Mycolicibacterium smegmatis

Autores: Gabriel Hernandez-Fernandez, Miguel G. Acedos, Isabel de la Torre, Juan
Ibero, José L. Garcia, Beatriz Galan

Revista: Microbial Biotechnology

Referencia: Hernandez-Fernandez, G., Acedos, M.G., de la Torre, 1., Ibero, J., Garcia,
J.L. & Galéan, B. (2024) Improving the production of 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-
ene-3-one in Mycolicibacterium smegmatis. Microbial Biotechnology, 17, el4551.
https://doi.org/10.1111/1751-7915.14551

Aportacion del doctorando: el doctorando Gabriel Hernandez ha participado en el
desarrollo experimental y de investigacion del trabajo, el analisis de los datos y la
escritura del borrador original del articulo.

Resumen:

El compuesto 22-hidroxi-23,24-bisnorcol-4-en-3-ona (4-HBC) es una sintona
C22 de gran interés farmacéutico para la produccion de esteroides tales como la
progesterona. Este esteroide se puede obtener como un intermediario del catabolismo de
esteroles naturales, como el colesterol o los fitoesteroles, utilizando cepas mutantes de
micobacterias. En este trabajo se ha obtenido un mutante de M. smegmatis capaz de
producir 4-HBC delecionando 3 genes: MSMEG_5903 (4hsd44), MSMEG_6039
(dkshBl) 'y MSMEG 5941 (4dkstDI), que codifican una p-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa, el componente reductasa de la cetoesteroide-9a-hidroxilasa y la 3-
cetoesteroide-Al-deshidrogenasa, respectivamente. Este triple mutante fue capaz de
producir 5,6 g/L de la sintona C22 a partir de 14 g/L de fitoesteroles. Para mejorar este
rendimiento, se ha estudiado el papel de la enzima aldehido deshidrogenasa msRed
(MSMEG_6563) de M. smegmatis en el metabolismo de 4-HBC. Este gen se encuentra
en un cluster de genes junto con la aldolasa msSal (MSMEG_6561), cuyo papel en el
metabolismo del 4-HBC, descrito previamente, es el de catalizar la eliminacion
retroaldolica del acetil-CoA del 22-hidroxi-3-o0xo-colest-4-en-24-carboxil-CoA (22-OH-
BCN-CoA) y producir (20S)-3-oxopregn-4-en-20-carboxaldehido (3-OPA). Para
demostrar la funcion de msRed, ésta se expreso junto con la aldolasa msSal en el plasmido
de expresion pMV261, con el que se transformo el mutante triple de M. smegmatis. La
cepa resultante mejoro la produccién de 4-HBC a partir de colesterol respecto a la cepa
parental, lo que sugiere que msRed es la enzima responsable de la reduccién del 3-OPA
a 4-HBC. Se estudié también el papel de otra reductasa descrita en M. neaourum,
denominada msOpccR (MSMEG_1623). Se observo que esta enzima es capaz de realizar
lareduccion del 3-OPA al 4-HBC, pero de una forma menos eficiente que msRed. Cuando
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la cepa triple mutante sobreexpresa las enzimas msSal y msRed, la produccion de 4-HBC
aumenta hasta 12,7 g/L, mostrando una productividad de 0,185 g/L h.

1.3. Desarrollo de nuevas herramientas genéticas en micobacterias:
expansion del Golden Standard

En la ultima década el desarrollo de nuevas herramientas moleculares que
permiten optimizar el uso de la ingenieria genética en los microorganismos ha aumentado
considerablemente, especialmente para poder estandarizar y facilitar la construccién de
circuitos genicos que ofrecen soluciones para modificar y mejorar distintos procesos
celulares. Aplicaciones como el llamado Modular Cloning (MoClo) o los sistemas JUMP,
Multi-Kingdom o Cyano Gate son de uso habitual y constituyen un gran avance para la
ingenieria genética, tanto de organismos procariotas como eucariotas (Vasudevan et al.,
2019; Weber et al., 2011). Estos sistemas se basan principalmente en el uso de enzimas
de restriccion de tipo 11S que permiten ensamblar elementos basicos modulares como
promotores, sitios de union al ribosoma (RBS), secuencias codificantes (CDS) y
terminadores en una Unica unidad transcripcional. Las enzimas de restriccion de tipo I1S
se caracterizan por reconocer secuencias asimétricas de ADN vy cortar fuera de la diana
(Szybalski et al., 1991). Esto genera extremos cohesivos especificos de cada corte,
denominados sitios de fusion (FS), y la pérdida de la diana de restriccién, permitiendo
realizar la digestion y la ligacion de fragmentos en un mismo tubo de reaccion. De esta
forma los mddulos bésicos, también denominados partes de nivel 0, se pueden ensamblar
en un determinado orden y direccién para formar una unidad transcripcional, considerada
una construccion de nivel 1 (Engler et al., 2014; Weber et al., 2011).

Sin embargo, estas herramientas presentan varias limitaciones. La primera de ellas
es que en ocasiones las partes de nivel 0 no son intercambiables entre sistemas, ya sea por
el uso de distintas enzimas de restriccion de tipo IS o por el disefio de los FS. Ademas,
estas herramientas solo tienen aplicacion en un grupo reducido de organismos, llegando
a ser incluso especificos del clado o del filo (Blazquez et al., 2023; Vasudevan et al.,
2019). Es por ello que Blazquez et al. (2023) decidieron desarrollar el sistema Golden
Standard (GS). Esta herramienta surge al combinar la tecnologia modular del MoClo con
la estandarizacion de los plasmidos pSEVA, lo que permite aumentar la portabilidad y la
versatilidad del sistema. Este sistema también se basa en un ensamblaje primero de los
niveles 0 en niveles 1 gracias a FS especificos que van desde la A hasta la | (Fig. R1.1).
Los niveles 1 a continuacion se pueden ensamblar de forma jerarquica en circuitos
genéticos de niveles 2 y después de nivel 3. Estas combinaciones se consiguen alternando
las dianas de Bbsl y Bsal en las distintas construcciones, ademas de variar la resistencia
del plasmido receptor entre kanamicina (niveles 1 y 3) y gentamicina (nivel 2) para
facilitar la seleccién de la construccion. Blazquez et al. (2023) construyeron asi una
colecciéon de plasmidos para GS utilizando distintos origenes de replicacion (RK2,
pBBR1 y pUC) y se ensay0 su portabilidad en a-, -, y- y 8-proteobacterias, demostrando
la aplicabilidad de esta herramienta en bacterias no modelo. Sin embargo, esta
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herramienta no es valida para aquellos microorganismos que no son capaces de replicar
con los origenes de replicacion mencionados, como es el caso de las micobacterias.

Actualmente existen otras herramientas genéticas aplicables a micobacterias
basadas en el clonaje con enzimas de restriccion de tipo 11S, como el denominado clonaje
por intercambio de fragmentos (Arnold et al., 2018), o basadas en el uso de partes
modulares o BioBricks (Oliveira et al., 2019). Estas alternativas, sin embargo, son muy
limitadas ya que la enzima de restriccion de tipo IIS utilizada (Sapl) deja extremos
cohesivos de 3 nucleotidos, mientras que Bbsl y Bsal dejan extremos de 4 nucledétidos, lo
que impide la compatibilidad de partes entre otros sistemas (Arnold et al., 2018). Esto
implica que, por ejemplo, los 8 promotores descritos para micobacterias por Oliveira et
al. (2019) no puedan ser ensayados con otros sistemas en los que hay una coleccion mayor
de promotores potencialmente Gtiles en micobacterias. Ademas, los plasmidos disefiados
para clonar los BioBricks replican solo en E. coli y en micobacterias (Oliveira et al.,
2019). Por esta razdn, aprovechando la modularidad de los plasmidos pSEVA, se planted
la necesidad de expandir el sistema GS e implementar esta tecnologia en Mycobacterias
donde las herramientas genéticas son escasas, facilitando asi la ingenieria de otras
bacterias no modelo.

Nivel 0
Partes

Terminador

Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal Bsal
> < > - > «
Promotor ( RBS ) ( CDS )
1 Bsal

BbsI Bsa BbsI
> <

« Tocz >
Vector de nivel 1 (pSEVA25g) [g1]

BbsI
>

+ Vector nivel 1

Reaccion Golden Standard:
Bsal + Ligasa

BbsI  BbsI
- >

Nivel 1

Unidades transcripcionales

Unidad transcripcional (posicion 12) Unidad transcripcional (posicion 23)

Bsal BbsI BbsI Bsal
— .« — -~

A 1 LacZ 3 B

+ Vector nivel 2

Reaccion Golden Standard:
BDsI + Ligasa

Vector de nivel 2 (pSEVA65g) [gA]

Nivel 2

Circuito genético Circuito genético (posiciéon AB) Circuito genético (posicién BC)

+ Vector nivel 3

Reaccion Golden Standard:
Bsal + Liga

Bbs1 Bsal Bsal Bbs1
—3 Ly — <
tacZ

Vector de nivel 3 (pSEVA25g) [ga]

Nivel 3

Circuito multigenético Circuito multigenético (posicion 12)

Figura R1.1. Esquema del ensamblaje secuencial del Golden Standard. Las partes o niveles 0
se ensamblan en un vector de nivel 1 para formar una unidad transcripcional. A su vez, varias
unidades transcripcionales se pueden ensamblar en un vector de nivel 2 y formar un circuito
genético. Los circuitos multigenéticos se construyen en un vector de nivel 3. Todas las reacciones
de ensamblaje consisten en varios ciclos de digestion por enzimas de restriccion de tipo 1IS y
ligacion. Adaptada de Blazquez et al. (2023).
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1.3.1. Construccidn de la coleccién de plasmidos con ori RSF1010

Para conseguir ampliar el GS, se decidid trabajar con el origen de replicacion
RSF1010 que se caracteriza por ser de amplio rango de hospedador debido a que no
depende de la maquinaria de replicacion del hospedador ya que contiene los genes repA,
repB y repC (Frey et al., 1992). Esto permite que los plasmidos sean replicativos tanto en
bacterias Gram negativas como Gram positivas y, entre ellas, en micobacterias, como se
ha demostrado previamente (Garcia-Ferndndez et al., 2014).

La coleccién de plasmidos pSEVA ya incluye plasmidos con este origen de
replicacion RSF1010 (e.g., pPSEVA25X, pSEVAG65X), pero requieren ser modificados
para generar una coleccion de plasmidos que puedan ser utilizados en GS. Primero, los
plasmidos deben ser ‘domesticados’, es decir, hay que eliminar todas las dianas de Bbsl
y Bsal presentes en el vector. En concreto, la secuencia de este ori presenta dos dianas de
Bbsl: una en el gen repA y otra en la region intergénica entre repA y repB (Fig. R1.2).
Ambas dianas se eliminaron mediante mutagénesis dirigida, amplificando por PCR con
los pares de oligonucledtidos IPM235-1PM194 e IPM196-1PM197 (Tabla M3) dos
fragmentos divergentes y ligando por Golden Gate. De esta forma se obtuvieron los
plasmidos curados pSEVA25g (KmR) y pSEVA65g (GMR).

IPM235 <€ > |PM194
IPM196 > < IPM197
Bbsl Bbsl
: N
rRsF1010 /—{TOTV ; TepA > TepC y
V

1kb

Figura R1.2. “Domesticacion’ del ori RSF1010 mediante PCR. Las dos dianas presentes en el
ori RSF1010 se eliminaron introduciendo dos mutaciones silenciosas en las dianas de restriccion.

A continuacion, se insertaron en el sitio de clonaje multiple de los vectores las
dianas de Bbsl y Bsal con sus FS necesarios para permitir el clonaje modular y jerarquico
de las unidades transcripcionales (Fig. R1.3). Entre las dianas de Bbsl y Bsal, ademas, se
insertd el gen lacZo de forma que permite la seleccidn de las células transformantes por
colonias blancas y azules en presencia de X-Gal e IPTG. De esta forma, se obtuvieron 16
vectores que constituyen la coleccion de plasmidos con ori RSF1010 para su uso en GS.
En la coleccion encontramos 7 vectores de nivel 1 que se pueden combinar y clonar a su
vez en los 5 vectores de nivel 2 disefiados. Potencialmente, estos niveles 2 se pueden
combinar en los 4 vectores de nivel 3 construidos (Fig. R1.3). La correcta construccién
de los nuevos plasmidos se comprobd por secuenciacidn mediante nanoporo en
Plasmidsaurus Inc.
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Figura R1.3. Coleccion del Golden Standard de plasmidos con ori RSF1010. Esta coleccion
presenta 7 vectores de nivel 1 (pSEVA2591-g6 y pSEVA25g1Reverse), 5 vectores de nivel 2
(PSEVAG59A-E) y 4 vectores de nivel 3 (pSEVA25ga-6). Todos ellos presentan en el cargo el
gen lacZ flanqueado por las dianas de Bbsl y Bsal, cada uno con unos sitios de fusion especificos
para permitir el clonaje modular por complementariedad. Adaptada de Blazquez et al. (2023).

1.3.2. Validacion de la nueva coleccion de Golden Standard en M.
smegmatis

1.3.2.1. Caracterizacion de la coleccion de promotores

Aprovechando la modularidad del GS y para ensayar la actividad de distintos
promotores constitutivos en M. smegmatis, se seleccionaron aquellos utilizados por
Blazquez et al. (2023) y otros especificos de micobacterias: los promotores J23100,
J23102 y J23106 de la libreria de Anderson (lverson et al., 2016); Pem7, BG17 y BG37
de la libreria de Zobel (Tiso et al., 2016) y Phsp60 (Stover et al., 1991), Pimyc (Chang et
al., 2009) y PhspX (Oliveira et al., 2019) como promotores especificos del género. Estos
promotores se clonaron en vectores de nivel 0 y se ensamblaron en el plasmido de nivel
1 pSEVA25¢ para formar una unidad transcripcional. Para ello, se fijaron el RBS estandar
(AGGAGQG), la rfp, que codifica la proteina roja fluorescente, como gen reportero y el
terminador sintético B1006, como se esquematiza en la Figura R1.4. De esta forma se
obtuvieron los plasmidos p25 J23100 RFP, p25 J23102_RFP, p25 J23106 RFP,
p25_Pem7_RFP, p25 BG17_RFP, p25_BG37_RFP, p25_ Phsp60_RFP,
p25 PhspX_RFP y p25 Pimyc RFP (Tabla M2). Estos plasmidos se transformaron en
M. smegmatis y E. coli y se ensayaron en un lector de placas Victor Nivo PerkinElmer en
placas multipocillo, donde se monitorizo el crecimiento (DOeoo) Yy la fluorescencia como
se describe en el apartado 9 de Materiales y métodos. Como control se construyé el
plasmido p25_linker RFP (Tabla M2) en el que el promotor se sustituyé por una
secuencia de ADN denominada linker que no presenta actividad promotora. Los
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resultados obtenidos se analizaron con el software QurvE, que permite analizar
crecimiento y fluorescencia respecto al tiempo.

Promotor B1006
L1-Promotores
ST
Pem?7 B1006
L1-RBS
RBS
Pem?7 Terminador Linker T3500
L2-
Terminadores ST ST
Promotor B1006 Promotor B1006
L2-
Sistemas Regulador RFP
inducibles ST ST

Figura R1.4. Esquema de las construcciones realizadas para ensayar la actividad de los
promotores, RBS, terminadores y sistemas inducibles. RBS: Ribosome binding site; ST: RBS
estandar; RFP: proteina roja fluorescente; GFP: proteina verde fluorescente.

La Figura R1.5A muestra que, en el caso de E. coli, la mayor intensidad de
fluorescencia observada se debe a los promotores de la coleccion de Zobel (Pem7, BG17
y BG37), alcanzando los 3-10" mRFP/DO h de unidades relativas de fluorescencia
(URF). Por el contrario, la sefial emitida de los promotores de la coleccion de Anderson
fue menor (entre 1-5-10’ mRFP/DO hl). Estos datos correlacionan con los observados
por Blazquez et al (2023), en los que los promotores obtenidos de la coleccion de Zobel,
ensayados en plasmidos con el ori RK2, presentaron una mayor actividad que aquellos
de la coleccion de Anderson en las cepas ensayadas. Por otro lado, la mayor intensidad
de fluorescencia en M. smegmatis se observo con las contrucciones que portaban los
promotores J23100, J23102, BG17 y BG37(Fig. R1.5B). Sorprendentemente, estos
valores distan mucho de los observados por los promotores Pem7, Phsp60, PhspX y
Pimyc, de los cuales 3 de ellos son especificos de micobacterias y cuya sefial no superd
los 3-10" mRFP/DO ht. Gracias a este trabajo se dispone de 8 promotores que presentan
un amplio rango de actividades en M. smegmatis, lo que ofrece una gran versatilidad en
el uso de GS en esta bacteria.
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Figura R1.5. Andlisis de la actividad de distintos promotores en E. coli (A) y M. smegmatis
(B). La potencia de cada promotor se representa como la sefial de fluorescencia emitida
normalizada por la DOsw por hora. URF: unidades relativas de fluorescencia. Los valores
corresponden a la media de 3 réplicas técnicas.

1.3.2.2. Caracterizacion de la coleccion de RBSs

En la naturaleza, los ARNm pueden ser monocistronicos con un RBS y una
secuencia codificante, o pueden ser bi- o policistronicos con dos o méas secuencias
codificantes, cada una con su propio RBS (Abdi Ghavidel et al., 2022). En funcién de la
secuencia RBS y de la estructura mono-, bi- o policistronica del ARNm, se pueden
obtener niveles variables de traduccién. Para comprobar la actividad de algunos de los
RBS presentes en la coleccion GS en M. smegmatis, se construyeron varios plasmidos de
nivel 1 fijando el promotor Pem7, el gen reportero rfp y el terminador B1006 (Fig. R1.4).
De entre los RBS monocistrénicos se probaron en estandar (ST) y el B0034 y de los
bicistronicos, en los que un pequefio polipéptido de 17 aminoacidos forma el primer
cistron, el BCD12 y BCD2 (Blazquez et al., 2023). De esta forma se obtuvieron los
plasmidos p25_ST_RFP, p25_B0034_RFP, p25 BCD12 RFPyp25 BCD2_RFP (Tabla
M2). Como control se ensambl6 el plasmido p25 Pem7_Linker RFP (Tabla M2) en el
que el RBS se sustituyd por un linker. Estas construcciones se transformaron tanto en E.
coli como en M. smegmatis y se ensayaron como se ha indicado anteriormente.

Los RBS bicistronicos presentaron unos niveles de traduccion mayores en E. coli
Yy, por tanto, se obtuvieron niveles mas altos de fluorescencia, siendo 3 veces mayor que
lo observado con el RBS ST (Fig. R1.6A). Una vez més estos datos son similares a los
observados por Blazquez et al. (2023) ensayados con el ori RK2. En el caso de M.
smegmatis, la mayor expresion se observé con el RBS BCD2, siendo casi 2 veces mayor
que la observada con B0034 y BCD12 y 3 veces mayor que la observada con el RBS ST
(Fig. R1.6B). Las construcciones bicistrénicas, por tanto, son las que mejor resultado han
dado en ambas cepas, llegando a niveles maximos de fluorescencia bastante similares en
M. smegmatis y E. coli (3,6 y 6-10" mRFP/DO h, respectivamente). Esto demuestra la
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gran aplicabilidad que tienen los ARNm bicistrénicos tanto en bacterias Gram negativas
como en Gram positivas.
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Figura R1.6. Caracterizacion de la actividad de distintos RBS en E. coli (A) y M. smegmatis
(B). La fuerza de cada RBS se representa como la sefial de fluorescencia emitida normalizada por
la DOsoo por hora. URF: unidades relativas de fluorescencia. Los valores corresponden a la media
de 3 réplicas técnicas.

1.3.2.3. Caracterizacion de la coleccion de terminadores de la
transcripcion

Los terminadores de la transcripcién presentes en la coleccion incluyen los
terminadores naturales rnpB y rpoC y los terminadores sintéticos T500, B1006 y B0014
(Blazquez et al., 2023). Para ensayar su efecto en M. smegmatis, se construyeron 5
plasmidos de nivel 2 que se componian de las siguientes partes: el promotor Pem?7, el
RBS ST, el gen rfp, el terminador a caracterizar, otro RBS ST adicional, el gen gfp, que
codifica la proteina verde fluorescente, y el terminador T500 (Fig. R1.4). De esta forma,
el gen reportero rfp se expresa bajo el promotor constitutivo Pem7 y, en funcion de la
eficacia del terminador, se detectard mas o menos expresion del siguiente gen reportero
gfp. Al calcular la ratio de ambas sefiales se puede conocer asi el efecto del terminador.

Se obtuvieron asi los plasmidos p65_RFP_B0014 GFP, p65 RFP_B1006_GFP,
p65_RFP_rpoC_GFP, p65_RFP_rnpB_GFP, p65_RFP_T500_GFP y
p65 RFP_Linker GFP (Tabla M2). El plasmido control presenta un linker en el sitio del
terminador, de forma que ambos genes reporteros se expresan por igual. Todas las
construcciones se transformaron en E. coli y M. smegmatis y se ensayaron como esta
descrito en el apartado 9 de Materiales y métodos. En el caso de E. coli, salvo el
terminador sintético T500 cuya eficiencia fue del 38%, el resto presento una actividad
entre 74-96%, siendo el mejor de ellos el terminador natural rpoC, seguido del terminador
sintético B1006 (Fig. R1.7A). Estos valores no se observaron sin embargo en M.
smegmatis, donde la mejor eficiencia oscila entre 50-75%, siendo el mejor de ellos el
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terminador sintético B1006 (Fig. R1.7B). En esta cepa ademas el terminador B0O014 no
tuvo ningun efecto, mientras que el terminador rpoC mostré una eficiencia del 24%, en
contraste con lo que sucede en E. coli.
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Figura R1.7. Estudio de la capacidad terminadora de distintos terminadores en E. coli (A)
y M. smegmatis (B). La fuerza de cada terminador se calculd haciendo la ratio entre las sefiales
de fluorescencia emitidas por la GFP y la mRFP. Los valores corresponden a la media de 3
réplicas técnicas.

1.3.2.4. Caracterizacion de los sistemas inducibles

Los sistemas inducibles son una herramienta muy utilizada en la biologia
molecular, ya que principalmente permiten controlar el tiempo y los niveles de expresion
de un gen, aportando asi una mayor versatilidad en distintos procesos celulares. Estos
sistemas se basan principalmente en la expresion constitutiva de un regulador
transcripcional como un represor (Lacl, RhaSR, XylIS) y la expresién de un gen de interés
bajo un promotor (Ptrc, PrhaBAD, Pm) que responda a este regulador transcripcional.
Los 3 sistemas de induccion presentes en el GS son los pares Lacl/Ptrc, RhaSR/PrhaBAD
y XyIS/Pm, inducibles por IPTG, ramnosa y acido m-toluico, respectivamente. Para su
aplicacion en GS, primero se construyeron 2 plasmidos de nivel 1: uno con un promotor
constitutivo y el represor y otro con el promotor inducible y el gen reportero rfp. Con
ambos plasmidos se construy6 un plasmido de nivel 2 en los que la expresién del gen rfp
se encuentra controlada por el promotor inducible (Fig. R1.4), obteniendose asi las
construcciones p65_Lacl_Ptrc_RFP, p65 RhaSR_PrhaBAD_RFPy p65 XylS Pm_RFP
(Tabla M2). Una vez transformadas en E. coli y M. smegmatis, se ensay0 el efecto del
inductor con distintas concentraciones (desde 100 mM hasta 1 M) probando diluciones
101,

Tal y como se observa en la Figura R1.8A, todas las construcciones presentaron
represion e induccion en E. coli. La fluorescencia basal en todos los sistemas en ausencia
del inductor no super6 los 1,4-10° mRFP/DO h. La concentracion de IPTG a la que se
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observo la mayor induccion fue de 100 uM, mientras que para la ramnosa y el 4cido m-
toluico fue de 10 mM, generando en los 3 casos unos niveles de fluorescencia un orden
de magnitud por encima de los niveles basales (2,4-5,6-10" mRFP/DO h). Sin embargo,
ninguno de los 3 sistemas de induccion funcion6 en M. smegmatis, ya que en todos ellos
no se observo un aumento de los niveles de fluoresecencia en presencia del inductor
independientemente de la concentracion de éste (Fig. R1.8B). En el caso del sistema
Lacl/Ptrc, las células presentaban una coloracion rosada en ausencia de IPTG, sugiriendo
una elevada expresion basal y/o una ausencia de represion. Sin embargo, en los sistemas
RhaSR/PrhaBAD y XyIS/Pm la expresion basal fue muy baja y tampoco se observo un
aumento de fluorescencia en presencia del inductor. Esto podria deberse a que el promotor
inducible no esté siendo reconocido por la ARN polimerasa de M. smegmatis.
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Figura R1.8. Caracterizacion de distintos sistemas inducibles en E. coli (A) y en M.
smegmatis (B). Las construcciones ensayadas corresponden a los sistemas Lacl/Ptrc (azul),
RhaSR/PrhaBAD (naranja), XylS/Pm (verde) y TetR/Ptet (amarillo). El nivel de induccién se
estudid segun la fluorescencia emitida normalizada por la DOsg por hora en funcién de la
concentracion de inductor afiadido. URF: unidades relativas de fluorescencia. Los valores
corresponden a la media de 3 réplicas técnicas.

Ante la falta de un sistema de induccion funcional en M. smegmatis, se decidio
construir uno desde cero para ampliar asi la coleccion de elementos génicos del GS. Asi
se decidio replicar el sistema TetR/Ptet, empleado previamente por Arnold et al. (2018)
en M. smegmatis, basado en el represor TetR y cuyo inductor es la anhidrotetraciclina
(@TC). El gen tetR y el promotor Ptet se clonaron independientemente en plasmidos de
nivel O para poder ser utilizados en las posteriores construcciones. El sistema inducible
se construyo en un plasmido de nivel 2 donde el gen tetR se clond junto al promotor débil
Pimyc, el RBS ST y el terminador B1006, formando una unidad transcripcional, y el gen
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reportero rfp se clono junto al promotor inducible Ptet, el RBS STy el terminador B1006,
obteniendo asi el plasmido p65_TetR_Ptet RFP (Tabla M2). Este plasmido se transformo
en M. smegmatis y se ensayd probando un rango de concentraciones desde 0,1 mM hasta
1 nM. Como se puede observar en la Figura R1.8, con este sistema si se observo tanto
represion en ausencia de aTC como induccién en presencia de aTC, siendo 1 uM la
concentracion en la que se obtuvo la mayor sefial de fluorescencia. Sin embargo, la
desventaja que presenta este sistema de induccion en M. smegmatis es su bajo nivel de
expresion, ya que es 3 veces menor que la potencia del promotor constitutivo débil Phsp60
(Fig. R1.5), lo que limita su uso.

Cabe destacar que, en algunos casos, las concentraciones de los inductores
utilizadas en el ensayo resultaron ser toxicas para los microorganismos. No se observo
crecimiento cuando E. coli se cultivé con 10 0 100 mM de ramnosa 0 100 mM de &cido
m-toluico, mientras que en M. smegmatis, no hubo crecimiento celular en presencia de
100 uM de aTC o de 10 0 100 mM de acido m-toluico. Sin embargo, en esta cepa no se
detecto toxicidad a ninguna concentracion de ramnosa o de IPTG.

1.4. Produccidn bacteriana de progesterona

La progesterona es una hormona sexual con aplicaciones farmacéuticas que ha
sido nominada como un farmaco crucial por la OMS, por lo que constituye una molécula
relevante para la industria esteroidea. Como se ha descrito previamente, la progesterona
se puede producir desde la sapogenina diosgenina mediante 8 pasos de sintesis quimica o
desde la sintona esteroidea C22 4-HBC y solo 2 pasos de sintesis quimica (Peng et al.,
2021). Por tanto, estos procesos siguen dependiendo del uso de distintos reactivos
qguimicos que pueden ser contaminantes en el medio ambiente.

En los seres humanos la progesterona se sintetiza a partir de colesterol mediante
la actuacién del citocromo mitocondrial CYP11A1 (también denominado CYP450scc),
sin embargo, hasta hace poco no se conocian citocromos similares en bacterias. Hoy se
sabe que existen 2 CYP450scc descritos en la patente EP2386634A1 (Yamagishi et al.,
2011) que provienen de las bacterias N. aromaticivorans y N. subterraneum y que
presentan actividad colesterol hidroxilasa/C20-22 liasa. Estas enzimas catalizan dos
hidroxilaciones consecutivas en las posiciones C20 y C22 de la cadena lateral del
colesterol y de la colestenona y acaban cortando su cadena alifatica, lo que genera
pregnenolona y progesterona, respectivamente.

Para producir progesterona directamente desde esteroles mediante un proceso de
biotransformacién sin la necesidad de pasos de sintesis quimica, se decidi6 aplicar las
nuevas herramientas de GS desarrolladas en el apartado anterior para expresar uno de
estos CYP450scc bacterianos en M. smegmatis. Como se ha mencionado previamente,
esta cepa es utilizada a nivel industrial como factoria celular para la sintesis de sintonas
esteroideas y presenta ademas una serie de ventajas, ya que tanto el transporte como el
metabolismo de esteroides se encuentra muy estudiado (Galan et al., 2017; Garcia-
Fernandez et al., 2017b). En esta estrategia, el colesterol (0 en su caso los fitoesteroles)
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seria utilizado como sustrato por los CYP450scc bacterianos, que romperian su cadena
lateral formando pregnenolona. Esta pregnenolona seria después oxidada a progesterona
por la 3B-HSD involucrada en el metabolismo de los esteroles en M. smegmatis (Fig.
R1.9). Para evitar que la cadena del colesterol se degrade por el mecanismo propio, se
requiere la eliminacion previa de los CYP450 encargados de comenzar la degradacion de
la cadena lateral del colesterol, como se ha descrito en el apartado 2.1.1 de Introduccion.

Acyp125A3

Acypl42A2
Acypl125A4 w o
—%—) —> "
3B-HSD AD

CYP450scc

’ § 0
/C\\/ Colestenona

Pregnenolona

CYP450scc

3B-HSD

Progesterona

Figura R1.9. Esquema de la ruta sintética propuesta para la produccion de progesterona en
M. smegmatis. 33-HSD: 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa; AD: androstenediona.

1.4.1. Construccion de una cepa de M. smegmatis deficiente en el
consumo de esteroles

La cepa silvestre de M. smegmatis no es capaz de utilizar la progesterona como
fuente de carbono y de energia, pero si presenta dos regulones de 83 y 15 genes
catabolicos y varios genes aislados especializados en la degradacion de los esteroles (Uhia
et al., 2011). Es por ello que, para poder utilizar los esteroles como materia de partida
para producir la hormona de interés, en primer lugar, hay que generar un mutante que no
modifique los esteroles. En este sentido, Garcia-Fernandez et al. (2013) identificaron dos
CYP450 que inician la degradacidon del colesterol activando la cadena lateral y obtuvieron
un doble mutante de M. smegmatis llamado ACyp1254Cyp142, que presentd una mayor
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fase lag respecto a la cepa silvestre cuando se cultivaba en presencia de colesterol,
sugiriendo una posible redundancia enzimatica en estos CYP450 degradadores de
colesterol. Frank et al. (2015) describieron que el CYP125A4 de M. smegmatis,
codificado en el gen MSMEG_3524, es capaz de unir y actuar (aunque débilmente) sobre
sustratos esteroideos tales como el colesterol y la colestenona, por lo que fue propuesto
como el tercer CYP450 que compensa la ausencia de los dos citocromos CYP125A3 y
CYP142A2 de la ruta de degradacion y permite que el doble mutante termine creciendo
en colesterol.

Teniendo en cuenta estos datos, la cepa ACyp1254Cyp142 se utiliz6 como punto
de partida para delecionar sobre ella el gen MSMEG_3524 del CYP125A4 para conseguir
un mutante que no fuera capaz de crecer en colesterol como unica fuente de carbono y
energia. De esta forma, la cepa se transformo con el plasmido suicida pJQ3524 (Tabla
M2), que contiene un fragmento UP y otro DOWN homdlogos a las regiones aguas arriba
y aguas abajo de MSMEG_3524, y se seleccionaron primero las células que recombinaron
e insertaron el plasmido y después aquellas que realizaron el segundo paso de
recombinacion, como esta descrito en el apartado 4.4 de Materiales y métodos. Asi se
consiguid el mutante triple ACyp12543-414242-4125A44. Esta nueva cepa se cultivo a
continuacion en medio minimo liquido con colesterol 1,8 mM como Unica fuente de
carbono y de energia. Tal y como muestra la Figura R1.10, el triple mutante contintia
conservando capacidad para crecer en presencia de colesterol. Ademas, no se observa una
mejora significativa respecto a la cepa mutante de partida ACyp1254Cypi42. Este
resultado sugiere que, a diferencia de lo propuesto por Frank et al. (2015), el CYP125A4
no es responsable de activar la cadena lateral del colesterol para su degradacion in vivo y
por tanto existe un CYP450 adicional en el genoma de M. smegmatis capaz de catalizar
esta reaccion. A pesar de ello, se decidi6 continuar con la cepa triple mutante ACyp125A43-
A14242-412544 como factoria celular para producir progesterona aprovechando la
amplia ventana de casi 48 h que proporciona la fase lag observada cuando crece con
colesterol.
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Figura R1.10. Curva de crecimiento de las cepas M. smegmatis WT, ACyp1254Cyp142 y
ACypl12543-4142A42-412544 en presencia de colesterol 1,8 mM. Los valores representan la
media de 3 réplicas biologicas.

1.4.2. Biotransformacion de esteroles en progesterona en M.
smegmatis

Una vez obtenida la cepa mutante ACyp125A43-414242-4125A44 que se utilizara
como chasis celular para realizar las biotransformaciones, se procedié a construir los
plasmidos necesarios para expresar el CYP450scc de N. aromaticivorans con las
proteinas acompafantes ferredoxina (Fdx) y ferredoxina reductasa (FAxR), necesarias
para producir progesterona a partir de esteroles.

Estos CYP450scc bacterianos se clasifican como CYP450 de clase I, y se
caracterizan por depender de dos proteinas auxiliares: la Fdx o adrenoxina (Adx) y sus
respectivas reductasas FdXR o AdxR, que les proporcionan los electrones necesarios para
catalizar la monooxigenacion (Schultes et al., 2024; Strushkevich et al., 2011; Yamagishi
et al., 2011). En ocasiones se desconoce el par Fdx/FdxR especifico de cada CYP450 ya
que el mismo par puede actuar con distintos citocromos, llegando a poder ser reemplazada
su actividad incluso por proteinas de otros microorganismos, como es el caso de la
putidaredoxinay la putidaredoxina reductasa (par CamAB) (Koga et al., 1989). En el caso
del CYP450scc descrito en la patente EP2386634A1 (Yamagishi et al., 2011) y
perteneciente a N. aromaticivorans, esta enzima se encuentra codificada por el gen
Saro_3659 y a continuacién presenta una Fdx codificada por el gen Saro_3658, lo que
sugiere que ambas proteinas actlan en conjunto. Por otro lado, Yang et al. (2010)
caracterizaron la ferredoxina reductasa ArR de N. aromaticivorans como sistema de
transferencia de electrones, confirmando su actividad con varios CYP450s de clase I. Por
esta razon los genes Saro 3659 (CYP450scc), Saro 3658 (Fdx) y Saro 0216 (ArR)
fueron los elegidos para producir progesterona en M. smegmatis.

Para comprobar el papel del CYP450scc, de la Fdx y de la ArR en M. smegmatis,
se construyeron varios plasmidos conteniendo solo el CYP450scc, el CYP450scc con la
Fdx o el CYP450scc y la Fdx y la ArR. Para ello se aprovecharon las nuevas herramientas
genéticas de GS construidas ad hoc para micobacterias. Como una primera aproximacion,
se decidio que cada gen se expresara en una unidad transcripcional y se fijé para todos
los genes el promotor Phsp60, el RBS ST y el terminador B1006. De esta forma se
construyeron  los  plasmidos  p25 Phsp60 CYP, p65 Phsp60 CYP _Fdx vy
p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR (Tabla M2), que se transformaron en la cepa ACyp125A3-
142A2-125A4 obteniendo asi los transformantes ACypl125A43-A14242-4125A44
(p25_Phsp60_CYP),  ACypl12543-A14242-412544  (p65_Phsp60_CYP_Fdx) vy
ACypl12543-A14242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR). Para obtener la cepa
control se transformé con el plasmido vacio pSEVA65g (Tabla M2) obteniendo la cepa
ACypl12543-A142A2-412544 (pSEVAG5Q).
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Aunque el triple mutante ACyp12543-414242-41125A44 presenta fase lag muy
extensa, la produccién de progesterona a partir de colesterol se ensay6 con células en
reposo o resting cells para reducir el tiempo de la biotransformacion, ya que asi se
favorece que el colesterol sea utilizado como materia prima y que no entre en el
catabolismo de la bacteria. Las cepas se cultivaron primero en medio rico con el
antibiotico correspondiente y en presencia de 1 mM del &cido 5-aminolevulinico y de 1
mM de FeSO4 para favorecer la produccion del grupo hemo, necesario para la actividad
del CYP450scc. Una vez crecidas, las células se concentraron hasta una DOggo=18 y se
afiadieron al medio de biotransformacion, que contiene colesterol 500 mg/L y glicerol 2%
(p/v) que se afiadié como fuente de energia. ElI medio se analiz6 a las 30 h de reaccion
para detectar la presencia de progesterona. La Figura R1.11 muestra el cromatograma de
HPLC de la cepa ACyp12543-414242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) alas 0 h
y a las 30 h de la biotransformacion. Se observa la acumulacion en el tiempo de
progesterona como producto y la acumulacion de la version deshidrogenada de la
progesterona 1,2-dehidroprogesterona, lo que se debe muy posiblemente a la accién de
las KstD nativas de M. smegmatis sobre la progesterona.
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Figura R1.11. Analisis por HPLC de los esteroides producidos por la cepa ACyp12543-
A14242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR). Se compara el cromatograma (A) de los
patrones de 1,2-dehidroprogesterona (pico 1) y de progesterona (pico 2) con los cromatogramas
obtenidos de la biotransformacion de 500 mg/L de colesterol alas 0 h (B) y a las 30 h (C).

96



Resultados. Capitulo 1

Se cuantifico la produccién de progesterona de las distintas cepas observandose
que la cepa ACypl25A43-414242-412544 (p25_Phsp60_CYP), que expresa solo el
CYP450scc, acumulé 0,64 mg/L de progesterona (Fig. R1.12A). Esta produccion
aumento hasta los 1,38 mg/L cuando se expresaron a la vez el CYP450scc y la Fdx en la
cepa ACypl25A43-414242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx), pero el mejor valor se
observo cuando se utilizo la cepa ACyp125A43-A14242-412544
(p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR), que acumulo hasta 2,67 mg/L de la hormona de interés.
Solo las cepas ACypl125A43-414242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx) y ACypl25A43-
A14242-412544  (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR)  acumularon  también  1,2-
dehidroprogesterona a las 30 h, llegando a una concentracion de 0,27 y 0,54 mg/L,
respectivamente (Fig. R1.12B).
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Figura R1.12. Produccion de progesterona (A) y de 1,2-dehidroprogesterona (B) a partir de
colesterol por las cepas ACypl12543-414242-412544 (pSEVA65Q), ACyp12543-A142A42-
A12544 (p25_Phsp60_CYP), ACypl125A43-A14242-A12544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx) y
ACypl12543-4142A42-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) tras 30 h de biotransformacion.
La cepa ACyp125A43-414242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) se ensay6 con glicerol o
glucosa 2% (p/v). Los valores representan la media de 3 réplicas bioldgicas.

T 0.0

Estos datos confirman que el sistema CYP450scc-Fdx-ArR es funcional en M.
smegmatis y que, como el resto de CYP450 de clase I, el CYP450scc requiere de la accion
de la Fdx y de la ArR. Por tanto, se seleccion6 la cepa que portaba el plasmido
p65 Phsp60_CYP_Fdx_ArR para probar distintas condiciones de biotransformacion y
tratar de optimizar la produccién de progesterona. Cabe destacar que el control
ACypl12543-A14242-412544 (pSEVA65Q), que no expresa ningun gen heterologo,
acumuloé hasta 1 mg/L de progesterona (Fig. R1.12A), siendo la primera vez que se
describe la acumulacion de este esteroide de forma endégena en M. smegmatis, lo que
sugiere la existencia de alguna enzima capaz de realizar este paso enzimatico en esta
bacteria.

Segun el tipo de CYP450, Fdx y FdxR, variard la especificidad del
correspondiente cofactor redox NAD* o NADP™. El pool de NADH o de NADPH en la
célula bacteriana depende del tipo de fuente de energia que se afiada en la
biotransformacién, siendo el glicerol un sustrato preferente para producir NADH y la

97



Resultados. Capitulo 1

glucosa para producir NADPH. Este es un hecho a tener en cuenta, ya que puede influir
finalmente en la actividad del CYP450 (Dohr et al., 2001; Gan et al., 2009; Strohmaier et
al., 2019). Para comprobar cuél es el mejor compuesto para utilizar como fuente de
energia en la produccion de progesterona, se decidié ensayar también la cepa
ACypl12543-4142A42-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) en las mismas condiciones,
pero en presencia de glucosa 2% (p/v). En estas condiciones se produjo 1,62 mg/L de
progesterona y 0,13 mg/L de 1,2-dehidroprogesterona (Fig. R1.12), unos valores por
debajo de los obtenidos utilizando glicerol. Por lo tanto, se fij6 asi el glicerol como fuente
de energia para las proximas biotransformaciones.
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Figura R1.13. Produccién de progesterona (PROG) y 1,2-dehidroprogesterona (APROG) en
el tiempo por la cepa ACypl12543-A14242-412544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR),
biotransformando 500 mg/L de colesterol (CHO) (A) o de fitoesteroles (PHY) (B). Los
valores representan la media de 3 réplicas bioldgicas.

Una vez determinadas tanto la cepa transformante como la fuente de energia
Optima, se decidié ensayar otro tipo de esteroles como sustrato para producir
progesterona. Actualmente los fitoesteroles son la principal materia prima utilizada para
producir distintos esteroides, ya que es un sustrato barato que se puede conseguir a partir
de residuos de agricultura o de industrias como la papelera (Donova y Egorova, 2012;
Malaviya y Gomes, 2008). Es por ello que se ensay6 la produccion en el tiempo de
progesterona por parte de la cepa ACyp12543-A142A42-412544
(p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) a partir de 500 mg/L de fitoesteroles de soja,
proporcionados por Gadea Biopharma. Como se ha indicado previamente, se afiadid
glicerol 2% (p/v) como fuente de energia al empezar el experimento y se volvio a afiadir
a la misma concentracion pasadas 24 h. Los resultados se compararon con la produccion
obtenida utilizando colesterol como sustrato. Como se observaen la Figura R1.13, a partir
de 1 h se empieza a detectar progesterona en el medio independientemente del sustrato
afiadido, y llega a alcanzar una concentracion final a las 48 h de 2,5 y de 5,1 mg/L segln
se utilice colesterol o fitoesteroles, respectivamente. En ambos casos también se observa
la acumulacion de 1,2-dehidroprogesterona, empezando a detectarse a las 7 h y
produciéndose 0,43y 1,48 mg/L a tiempo final cuando se utilizo6 colesterol o fitoesteroles,
respectivamente. En el caso de la cepa control ACypl12543-414242-412544
(pPSEVAB5Q), no se detectd en presencia de colesterol la acumulacion de progesterona ni
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de 1,2-dehidroprogesterona cuando se ensayé la biotransformacion de fitoesteroles en
resting cells (Fig. R1.14).
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Figura R1.14. Analisis por HPLC de los esteroides producidos por la cepa ACyp125A43-
A142A42-412544 (pSEVA65Q). Se compara el cromatograma (A) de los patrones de 1,2-
dehidroprogesterona (pico 1) y de progesterona (pico 2) con los cromatogramas obtenidos de la
biotransformacion de 500 mg/L de fitoesteroles a las 0 h (B) y a las 30 h (C).

El consumo del sustrato de partida presenta diferencias segun el origen del esterol.
El colesterol desaparece, quedando aproximadamente 16 mg/L a las 48 h habiéndose
consumido 564,4 mg/L, mientras que con los fitoesteroles quedan 60 mg/L tras consumir
337,64 mg/L (Fig. R1.13). El rendimiento de esta biotransformacion por tanto seria de 19
mg de hormona (progesterona y 1,2-dehidroprogesterona) por g de fitoesteroles, casi 4
veces mayor que los 5 mg de hormona obtenidos por g de colesterol. Respecto a la
productividad a las 24 h, a partir de fitoesteroles se obtiene una produccién de 0,19 mg/L
h del esteroide de interés, mientras que este valor baja hasta 0,11 mg/L h** cuando se
parte de colesterol. Estos datos confirman que los fitoesteroles son un sustrato adecuado
para la produccion bacteriana de progesterona, obteniendo incluso unos mayores niveles
de esta hormona comparado con el uso de colesterol, lo que posibilita la futura aplicacién
industrial de este proceso.
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1.4.3. Mejora de la produccion de progesterona mediante Golden
Standard

Al inicio de esta Tesis Doctoral no se habia descrito todavia la produccion de
progesterona en M. smegmatis. Sin embargo, Karpov et al. (2024) publicaron el afio
pasado la construccion de una cepa de M. smegmatis que expresa el sistema CH/L de
mamiferos, compuesto por el CYP450scc bovino junto con la Adx y la AdXR, y capaz de
producir pregnenolona desde colesterol. Ademés, para mejorar la produccion de
pregnenolona, el hidroxilo del C3 del esterol se bloquea con un grupo metoximetilo
evitando modificaciones en el nucleo esteroideo, como la oxidacién a un grupo cetona y
la isomerizacion A>—A*,

Para mejorar la productividad de la biotransformacién y conociendo la fuerza de
los promotores disponibles para M. smegmatis (Fig. R1.5), se ha tratado de aumentar la
expresion de las proteinas involucradas en la reaccion. En las condiciones ensayadas, el
CYP450scc (Saro_3659), la Fdx (Saro_3658) y la ArR (Saro_0216) se expresan con el
promotor débil Phsp60 en el plasmido p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR y, para aumentar su
transcripcion, se eligié el promotor J23100 para los 3 genes, ya que presenta una
expresion hasta casi 4 veces mayor (Fig. R1.5). De esta forma, mediante reacciones de
GS, se construyo el plasmido p65 J23100 CYP_Fdx_ArR (Tabla M2), en el que cada
uno de los 3 genes se expresan de forma individual desde el promotor J23100. Este
plasmido se electroporo en el triple mutante ACyp12543-4142A42-4125A44 como se indica
en el apartado 4.3 de Materiales y métodos. Al comprobar la presencia del plasmido en
los transformantes obtenidos se observé sin embargo que presentaban un tamafio mucho
menor al esperado (carriles 2-4 de la Figura R1.15A), sugiriendo que algunas secuencias
del plasmido se perdian tras su transformacion. Las deleciones observadas en estos
plasmidos se ratificaron mediante secuenciacidén por nanoporo en Plasmidsaurus Inc y
consistian en la eliminacion de parte de los genes que codificaban el CYP450scc y la
ArR. La alta expresion de estos genes desde un promotor constitutivo fuerte podria
suponer una mayor produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y/o una mayor
carga metabdlica, ya que la FAxR puede actuar como un sumidero de poder reductor. Por
esta razon las bacterias seleccionadas tras la electroporacion son las que presentan un
plasmido aberrante que no genera toxicidad en la célula.
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Figura R1.15. Comprobacién de los plasmidos extraidos de transformantes de 4ACyp125A43-
A142A42-4125A44 por geles de agarosa. (A) Carril M: marcador de peso molecular; carril 1:
p65 J23100 CYP_Fdx_ArR; carriles 2-4: plasmidos aberrantes extraidos de 3 clones de
ACyp125A43-4142A2-412544 (p65_J23100_CYP_Fdx_ArR). (B) Carril M: marcador de peso
molecular; carril 1. p65 J23100 CYP_Phsp60 Fdx_ArR digerido con Sphl; carriles 2-5:
plasmidos  aberrantes extraidos de 3 clones de ACypl2543-414242-A12544
(p65_J23100_CYP_Phsp60_Fdx_ArR) digeridos con Sphl.

Para evitar esto y, al mismo tiempo, mejorar la produccion de progesterona, se
decidio construir un plasmido en el que la expresion del CYP450scc se controlara con el
promotor fuerte J23100, mientras que la expresion de Fdx y ArR se controlara con el
promotor constitutivo débil Phsp60. Mediante GS se cre6 el plasmido
p65 J23100_CYP_Phsp60_Fdx_ArR (Tabla M2) que se transformé en la cepa
ACypl12543-A14242-412544. Sin embargo, al analizar el tamafio y la secuencia del
plasmido que contenian los transformantes obtenidos, se observd que, en algunos casos,
aunque su peso molecular era el esperado, presentaban mutaciones puntuales en su
secuencia que, o bien modificaban la pauta de lectura, o bien afectaban a la secuencia del
RBS (carriles 2 y 5 de la Figura R1.15B) y, en otros casos, existian deleciones de mayor
tamafno (carriles 3 y 4 de la Figura R1.15B). Estos resultados sugieren que la
sobreexpresion de estas 3 proteinas resulta toxica para la célula y, por tanto, revelan la
necesidad de conseguir un mayor control en su expresion, ya sea por separado o de los 3
genes a la vez. Es por tanto necesario el desarrollo de un sistema de induccion en
micobacterias con una mayor potencia, que complemente al sistema TetR/Ptet de
expresion mas débil, constituyendo el paso a seguir para superar este problema y poder
aplicarlo en la mejora de la produccion de progesterona.
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2.1. Metabolismo de la progesterona en C. tardaugens
Publicacién 3 (Anexo 111)
Titulo: Unraveling the key drivers of bacterial progesterone degradation
Autores: Gabriel Hernandez-Fernandez, Juan Ibero, Jose L. Garcia & Beatriz Galan
Revista: mBio

Referencia: Herndndez-Fernandez, G., Ibero, J., Garcia, J.L. & Galan, B. (2025)
Unraveling the key drivers of bacterial progesterone degradation. mBio, e01077-25.
https://doi.org/10.1128/mbio.01077-25

Aportacion del doctorando: el doctorando Gabriel Hernandez ha desarrollado tanto la
metodologia y la investigacion del articulo como el andlisis de los datos obtenidos,
ademas de participar en la escritura del borrador del articulo y su revision.

Resumen:

La progesterona es una de las hormonas sexuales que se puede encontrar como
contaminante en suelos y medios acuéticos. A pesar de que distintas especies de
microorganismos son capaces de degradar la progesterona, las rutas metabolicas 6xicas
que llevan a su completa mineralizacion son todavia desconocidas. En este trabajo se ha
investigado el catabolismo de la progesterona en la o-proteobacteria Caenibius
tardaugens (previamente nombrada como Novosphingobium tardaugens ARI-1). Esta
bacteria es capaz de degradar una gran variedad de disruptores endocrinos, entre los que
se incluyen androgenos, estrogenos y progestdgenos. Se realizd la secuenciacion del
transcriptoma para comparar la expresién génica en presencia de progesterona y de
testosterona como control. El analisis del transcriptoma mostro que existia un aumento
de los niveles de expresién de los genes EGO55 13845 y EGO55 13860 en presencia de
progesterona. Estos genes codifican una Baeyer-Villiger monooxigenasa (BVMO) y una
luciferasa-like monooxigenasa (LLM), respectivamente, y se encuentran ubicados junto
a un par de genes que codifican proteinas reguladoras, conformando un cluster que se
denomino6 pdc (Progesterone degradation cluster). Estos genes ademas se encuentran
también en otras bacterias capaces de degradar esteroides. Mediante mutagénesis dirigida
se construyeron los mutantes simples ABVMO y ALLM, de los cuales solo ALLM
presentd una mayor fase lag cuando se cultivd con progesterona. Ante una posible
redundancia enzimatica, se construyo la cepa doble mutante ALLM-BVMO que no fue
capaz de crecer en progesterona como Unica fuente de carbono y de energia, confirmando
asi su papel en el metabolismo de este esteroide. Ademas, este mutante acumula 1,2-
dehidroprogesterona como intermediario. Mediante complementacion génica se confirmé
que efectivamente las enzimas BVMO y LLM son las responsables de la degradacion de
progesterona en C. tardaugens. Para caracterizar la reaccion enzimatica catalizada por
ambas enzimas, estas se clonaron de forma individual en el plasmido pET y se produjeron
en E. coli BL21. Los extractos crudos se ensayaron utilizando progesterona como sustrato
obteniéndose en ambos casos acetato de testosterona como producto. Asi se demostro que
estas proteinas, con actividad redundante, catalizan una reaccién de Baeyer-Villiger
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produciendo acetato de testosterona que, una vez formado se podria degradar a través de
la ruta catabolica de la testosterona de esta bacteria. Estos datos sugieren la conexion
metabdlica entre la degradacion de la progesterona y de la testosterona. La BVMO y la
LLM se ensayaron con otros sustratos como la pregnenolona, la 1,2-dehidroprogesterona
y la 21-hidroxiprogesterona y se observaron diferencias en la actividad especifica segln
el sustrato. La BVMO presenta una mayor actividad frente a la progesterona y a la
pregnenolona, mientras que la LLM tiene la misma actividad especifica con la
progesterona, la pregnenolona y la 1,2-dehidroprogesterona. Esta versatilidad a la hora
de transformar distintos sustratos explicaria la importancia bioldgica de la redundancia
enzimética de ambas monooxigenasas.
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3.1. Analisis del crecimiento de C. tardaugens en colesterol

Los esteroles, como el colesterol, son un tipo de esteroides que presentan un grupo
hidroxilo en C3 y una larga cadena alifatica en C17. Estas moléculas se caracterizan por
ser muy apolares, con muy baja solubilidad en agua, y son consideradas compuestos
recalcitrantes a la degradacion, ya que no son facilmente metabolizables por los
microorganismos Yy persisten mucho tiempo en el medio ambiente. Entre las bacterias
Gram positivas, solo algunas actinobacterias presentan un arsenal de genes encargados
del transporte de estos compuestos al interior celular, la degradacion de su cadena lateral
y laapertura del nGcleo esteroideo para su completa degradacion. En cuanto a las bacterias
Gram negativas, s6lo se conocen dos cepas capaces de degradar colesterol: la cepa 72Chol
(No clasificada, DSM 12783) y Sterilobacterium denitrificans, aunque es en esta ultima
donde se ha estudiado su catabolismo en profundidad (Chiang et al., 2008b; Tarlera y
Denner, 2003; Wang et al., 2013b). Sin embargo, en la Tesis Doctoral de Ibero (2022) se
describi6 por primera vez la capacidad de la a-proteobacteria C. tardaugens de utilizar el
colesterol y otros esteroides con cadena lateral corta como fuente de carbono y de energia
en condiciones aerobias (Fig. R3.1). En este estudio se analizé el genoma 'y se comprobo
que C. tardaugens no presenta los clusters génicos clasicos de degradacion de colesterol
encontrados en actinobacterias o en S. denitrificans (Ibero, 2022). Para determinar la ruta
catabdlica del colesterol se realizaron analisis transcriptdmicos y se construyeron varios
mutantes en algunos de los genes que se encontraban inducidos en presencia de colesterol.
Comparando la expresion génica de la bacteria en presencia de colesterol frente a
testosterona, Ibero (2022) describié un pequefio cluster, denominado cluster cdc (del
inglés cholesterol degradation cluster), que consta de un regulador tipo TetR
(EGO55_10195), un CYP450 (EGO55_10200) y una dioxigenasa (EGO55_10205) y
cuya expresion presentaba una induccion de 1, 34 y 35 veces en presencia de colesterol,
respectivamente. Para demostrar el papel de este CYP450 (denominado CYP2113) en la
degradacidon del colesterol se delecion6 su gen codificante generando la cepa mutante
ACYP2113. La cepa no fue capaz de crecer en colesterol como Unica fuente de carbono
y energiay su fenotipo silvestre se restaurd cuando se expres6 de forma heteréloga el gen
mutado. Sin embargo, el crecimiento de la cepa ACYP2113 no se vio alterado cuando se
utilizé colestenona, un derivado oxidado del colesterol, como fuente de carbono y de
energia. Estos resultados demuestran que el gen EGO55 10200, que codifica un CYP450,
esta involucrado en la ruta de degradacion del colesterol en C. tardaugens, aunque su
actividad y su papel especifico estan aun por determinar.
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Figura R3.1. Curva de crecimiento de C. tardaugens NBRC16725 en diferentes esteroides
C21. Ac. colico: acido célico; PREG: pregnenolona; PROG: progesterona; CHO: colesterol;
CHONA: colestenona. Los valores representan la media de 3 réplicas bioldgicas.

A la vista de estos resultados se propone la existencia de un CYP450scc
(probablemente el CYP2113) que seria funcionalmente equivalente a los CYP450scc
descritos en N. aromaticivorans y N. subterraneum. Estos CYP450 han sido ensayados
tanto in vitro (YYamagishi et al., 2011) como in vivo (ver Capitulo 1) y son capaces de
romper la cadena lateral del colesterol mediante dos monooxigenaciones transformandolo
en pregnenolona y liberando isocaproal. Esta pregnenolona finalmente entraria en la ruta
de degradacion de la progesterona descrita en el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral.

3.2. Actividad del citocromo CYP2113

Para conocer cudl es la reaccion enzimatica catalizada por CYP2113, el gen
EGO55 10200 se clond en el plasmido de expresion pET-29a(+), generando el plasmido
pET-CYP2113 (Tabla M2), que se transformo en la cepa de E. coli BL21 DE3 tal y como
estd descrito en el apartado 4.1 de Materiales y métodos, obteniendo asi la cepa E. coli
(PET-CYP2113). Esta cepa se cultivo a 37 °C en 50 mL de medio LB hasta la fase
exponencial cuando se indujo la expresion con IPTG 0,2 mM. Las células se recogieron
tras 3 h de incubacion a 30 °C y 200 rpm, se obtuvieron los extractos crudos como se ha
descrito previamente comprobandose la sobreproduccion de la enzima mediante PAGE-
SDS (datos no mostrados). Los ensayos de actividad in vitro de este citocromo se
realizaron usando estos extractos crudos obtenidos y 0,1 mM de colesterol como sustrato
tal y como se describe en el apartado 6.4 de Materiales y métodos. Ademas, se incorporo
a la reaccién un sistema heter6logo donador de electrones, conformado por la Fdx y la
FdxR de espinaca, y el sistema de regeneracion de NADPH basado en la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa. La reaccién se incub6 a RT, con agitacion magnética y durante 1
h, tiempo tras el cual la reaccion se par6 afiadiendo acetonitrilo. Los esteroides presentes
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se extrajeron con cloroformo y posteriormente se analizaron por GC-MS. Esta técnica
nos permite identificar los nuevos picos comparando su patrén de fragmentacién con la
base de datos de NIST y, al mismo tiempo, cuantificar el colesterol, ya que la columna
de HPLC-MS indicada en el apartado 8.2 de Materiales y métodos no resuelve bien este
compuesto. Como se puede ver en la Figura R3.2, el CYP2113 no presento actividad
frente a colesterol en las condiciones ensayadas, ya que no se observa ningin pico nuevo
correspondiente a algun esteroide al comparar los cromatogramas antes y despueés de la
reaccion.
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Figura 3.2. Anlisis por GC-MS del ensayo enzimatico del colesterol con el extracto crudo
de E. coli (pET-CYP2113) a las 0 h (azul) y 1 h (turquesa). El pico (1) corresponde al
colesterol.

Ante este resultado, se decidié probar una aproximacion distinta utilizando un par
Fdx/FdxR procariota por si el sistema redox eucariota utilizado previamente no es capaz
de interaccionar con el CYP450 a estudiar. En el genoma de C. tardaugens no se encontro
ninguna Fdx cercana al gen de CYP2113 (EGO55 10200) y tampoco se conocen las
FdXR que actuarian junto a ellas. Por este motivo, el CYP2113 se sobreexpres6 de forma
heteréloga junto con la Fdx y la FAXR de N. aromaticivorans, utilizadas en el Capitulo 1
de esta Tesis Doctoral para la produccion de progesterona. Los genes Saro 3658 y
Saro_0216 se clonaron formando un operdn con el CYP2113 en el plasmido pET-
CYP2113, dando lugar a la construccion pET-CYP2113 Fdx_ArR (Tabla M2), que se
utiliz6 a su vez para transformar E. coli BL21 DE3. La cepa resultante E. coli (pET-
CYP2113 Fdx_ArR) se ensayo in vivo mediante resting cells de igual forma que esta
descrito en Yamagishi et al. (2011) y como se especifica en el apartado 7.2 de Materiales
y métodos. Las bacterias primero se cultivaron a 37 °C en 20 mL de medio minimo M9
suplementado con casaminoacidos 1% (p/v), &cido 5-aminolevulinico 0,5 mM, FeS04 0,1
mM y glucosa 0,4% (p/v) y se indujo con 0,2 mM de IPTG. Al dia siguiente se concentrd
todo el cultivo en 1 mL de tampén fosfato 50 mM (pH 7,5) con glicerol 2% (p/v), CDX
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20 mM y colesterol 0,25 mM disuelto en metanol como sustrato. Se guardd una muestra
alas 0 hy otra a las 24 h que posteriormente se extrajeron y se analizaron por GC-MS.
Igual que ocurri6 con el ensayo in vitro, no se observé la aparicion de ningun pico de
naturaleza esteroidea correspondiente a la biotransformacion del colesterol (Fig. R3.3).

Respuesta
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Figura 3.3. Analisis por GC-MS del ensayo de resting cells con colesterol con la cepa E. coli
(PET-CYP2113 Fdx_ArR) a las 0 h (azul) y 24 h (turquesa). El pico (1) corresponde al
colesterol.

3.3. Caracterizacion del mutante ALLM-BVMO en colesterol

Debido a que no se ha conseguido demostrar la reaccion catalizada por el
CYP2113 in vitro y con la hipétesis basada en que, como ruta alternativa para la
degradacion del colesterol, éste se transforma en pregnenolona, se decidié analizar el
crecimiento en colesterol de las cepas de C. tardaugens mutantes en las monooxigenasas
BVMO y/o LLM (ver Capitulo 2). La delecion de ambas monooxigenasas impide el
crecimiento de la bacteria en presencia de progesterona o pregnenolona como fuente de
carbono y de energia de manera que, si el colesterol es transformado en alguno de estos
esteroides C21, el doble mutante ALLM-BVMO tampoco seria capaz de crecer en
presencia de este esterol y acumularia el intermediario.

La Figura R3.4 muestra la curva de crecimiento de los mutantes ABVMO, ALLM,
ALLM-BVMO y ACYP2113 comparado con la cepa silvestre en medio minimo con 1,33
mM de colesterol como fuente de carbono y de energia. Los mutantes simples ABVMO
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y ALLM mostraron un crecimiento similar al de la cepa silvestre, a pesar de que ALLM
presentaba una mayor fase lag cuando se cultiva en progesterona como se ha descrito
previamente. El doble mutante ALLM-BVMO, sin embargo, no crecid con colesterol en
las primeras 96 h, lo que sugiere que el catabolismo de la progesterona esté relacionado
con el del colesterol en C. tardaugens. Sorprendentemente, a partir de las 192 h (8 dias)
la cepa ALLM-BVMO fue capaz de adaptarse y crecer en colesterol (Fig. R3.4).

1.5=
C. tardaugens WT
10 ; -~ ACYP2113
S - ¥ ALLM
Q // ~- ABVMO
0.5 J f/- = ALLM-BVMO

24 48 72 96 168 216 264 312 360
Tiempo (h)

Figura 3.4. Curva de crecimiento de las cepas C. tardaugens WT, ACYP2113, ABVMO,
ALLM y ALLM-BVMO con colesterol como sustrato. Los valores representan la media de 3
réplicas bioldgicas.

Para comprobar la acumulacion de posibles intermediarios se tomaron muestras
del medio de cultivo del doble mutante que se analizaron por HPLC. A las 48 h, cuando
todavia no se ha observado crecimiento de la cepa, aparece un pico que coincide con el
patron comercial de la 1,2-dehidroprogesterona en el tiempo de retencién y en masa
([M+H*]=313), mientras que, a las 240 h, este pico desaparece (Fig. R3.5).

Este resultado demuestra por primera vez que la 1,2-dehidroprogesterona es un
metabolito intermediario de la degradacion del colesterol en C. tardaugens, apoyando la
existencia de un citocromo similar al CYP450scc (posiblemente el CYP2113) que
cortaria la cadena lateral del colesterol para formar pregnenolona que, a su vez, se
transformaria en progesterona por accion de una 33-HSD (Fig. R1.8). La progesterona a
continuacion se puede deshidrogenar por una de las KstD codificadas en el genoma de C.
tardaugens originando 1,2-dehidroprogesterona.

113



Resultados. Capitulo 3

A mAU ] b 3
] - ~N
500 © o
S 400 1 2
173 E
@ |
> 300
o 1
8 2007
o ]
100
LE! _
5 10 15 20 25
B mAU 1
25
20
< ]
‘5 154
<] 1
3_ ]
b 104
D 1
o 54
0 )
5 10 15 20 25
C mAU
% 1754
O 15—
3 125 1
R @
SNEE _
54 -
254 -
0:.
T T T LR A ———
5 10 15 20 25
D mAU 1
o]
[4+] 4
D
o 67
2 ]
n 4
L ]
o ]
2,
0_
. . e ey e e —
5 10 15 20 25

Tiempo de retencion (min)

Figura R3.5. Analisis por HPLC de los intermediarios acumulados en el medio de cultivo de
ALLM-BVMO en colesterol 1,33 mM. Se comparé el cromatograma de los patrones (A) de 1,2-
dehidroprogesterona (pico 1) y progesterona (pico 2) con los cromatogramas obtenidos a las 0 h
(B), 48 h (C) y 240 h (D) del crecimiento.

La accion del CYP450scc sobre el colesterol libera pregnenolona y el aldehido
isocaproal como productos al producirse el corte de la cadena lateral (Strushkevich et al.,
2011). El crecimiento de la cepa ALLM-BVMO en colesterol pasadas las 192 h sugiere
gue estos compuestos acaban siendo metabolizados por la bacteria, probablemente tras
un periodo de adaptacion, e incluso se llega a alcanzar la misma DOeoo final que con la
cepa silvestre (Fig. 3.4). Este doble mutante no deberia ser capaz de utilizar la
pregnenolona o la progesterona como fuente de carbono y de energia, pero como se puede
observar en la Figura R3.5C, la 1,2-dehidroprogesterona podria ser mineralizada, o al
menos transformada en otro compuesto, ya que desaparece cuando la cepa empieza a
crecer finalmente en colesterol.
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3.4. Aplicacion de la cepa ALLM-BVMO para producir progesterona
a partir de colesterol

De igual forma que M. smegmatis se puede utilizar como factoria celular para la
produccion de progesterona a partir de esteroles, el doble mutante ALLM-BVMO de C.
tardaugens seria un buen candidato para la obtencion de esta hormona biobasada sin
depender de reacciones quimicas. Por ello se ensayO la conversion de colesterol en
progesterona en esta cepa mediante resting cells utilizando colesterol como materia
prima.

Las bacterias se cultivaron primero en medio rico NB hasta la fase estacionaria
complementando el medio con &cido 5-aminolevulinico 1 mM y FeSOs 1 mM. Despues
se concentraron a una DOes=16-18 en medio NB con 500 mg/L de colesterol como
sustrato disuelto en CDX. En este caso se usO el medio NB como fuente de energia ya
que C. tardaugens no es capaz de metabolizar la glucosa ni el glicerol (Fujii et al., 2003).
Se fueron tomando muestras durante 30 h de las que se extrajeron los esteroides presentes
y se analizaron por HPLC y GC-MS. En ninguno de los tiempos analizados se detecto
progesterona. Sin embargo, se detect 1,2-dehidroprogesterona desde la primera hora,
alcanzandose una concentracién maxima de 0,31 mg/L a las 7 h de incubacién para,
posteriormente, decaer hasta los 0,23 mg/L a las 48 h (Fig. R3.6). Se observd que
aproximadamente la mitad del colesterol (232 mg/L) queda sin biotransformar a las 48 h
del ensayo, habiéndose consumido solo 264,3 mg/L. La productividad del proceso a las
7 hes 0,044 mg/L h'! y baja hasta los 0,01 mg/L h™a las 24 h. En cuanto al rendimiento
final, es de 0,9 mg de producto por 1 g de colesterol.
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Figura R3.6. Produccion de 1,2-dehidroprogesterona (dPROG) en el tiempo a partir de 500
mg/L de colesterol (CHO) en la cepa ALLM-BVMO mediante ensayo en resting cells con
medio rico NB. Los valores representan la media de 3 réplicas bioldgicas.
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3.5. Analisis in silico de CYP450, Fdx y FdxR inducidos en
colesterol

Por lo general, el plegamiento y la actividad de los citocromos dependen de grupo
hemo y de una correcta interaccion entre el citocromo, la ferredoxina y la ferredoxina
reductasa para que se puedan realizar los ciclos de oxidacion-reduccion necesarios. El
gen del CYP2113 (EGO55_10200) no presenta una ferredoxina cercana en el genoma,
por lo que se desconoce cual podria ser el par Fdx/FdxR necesario para su actividad. Con
el fin de identificar genes que codifican Fdx, FdxR u otros genes con una posible
implicacion en el metabolismo del colesterol y, conociendo los genes implicados en la
degradacidn de la progesterona, se han reexaminado los datos transcriptdmicos obtenidos
por Ibero (2022) en colesterol frente a testosterona y se han comparado con el analisis
transcriptomico de C. tardaugens en progesterona frente a testosterona (ver Capitulo 2).

En el genoma de C. tardaugens podemos encontrar 20 genes que codifican
CYP450, de los cuales 14 de ellos presentan un FC>1 en presencia de colesterol (Tabla
R3.1), y tnicamente hay 8 genes que codifican Fdx, lo que sugiere que tiene que existir
una versatilidad entre las Fdx de manera que algunas de ellas sean capaces de actuar como
parejas redox de varios CYP450 o de monooxigenasas. Solo los pares EGO55 03165-
EGO55 03170, EGO55 03275-EGO55_ 03280, EGO55 04870-EGO55 04875 'y
EGO55_05540-EGO55 05545 codifican un CYP450 con una Fdx cercana, lo que apunta
a su posible actuacién conjunta para catalizar reacciones redox, y unicamente
EGO55_03275-EGO55_03280 (FC=2 y 11) y EGO55_04870-EGO55_04875 (FC=5y
17) presentan un FC>2 en presencia de colesterol. Estos niveles de induccion son
inferiores a los observados en el CYP2113 (FC=34), sin embargo, no se encontrd ninguna
Fdx a su alrededor en el genoma. De todas ellas, los genes EGO55 05120 y
EGO55 19875 codifican Fdx con un FC de 2 y 6, respectivamente, y sus transcritos por
millon (TPM) rondan entre 43 y 621 (Tabla R3.1). Las 2 Fdx restantes (EGO55_ 00615y
EGO55 13190) estan reprimidas en presencia de colesterol (FC=-1 y -2,
respectivamente), pero sus TPMs se encuentran entre 330 y 6595, lo que indica una
expresion basal de estos genes puede ser suficiente para formar parte del sistema redox
del CYP2113 u otros CYP450 de esta bacteria. Ninguno de estos genes se encuentra
diferencialmente expresado (JFC[>2; FDR<0,05) en presencia de progesterona frente a
testosterona.

Tabla R3.1. Niveles de expresion de genes que codifican ferredoxinas, ferredoxinas
reductasas o citocromos P450. TPM: transcritos por millén; CHO: colesterol; TES: testosterona;
PROG: progesterona; FC: fold change; CYP450: citocromo P450. Los valores de TPM
corresponden a la media de 3 réplicas bioldgicas analizadas.

FC EC
Gen Euncion TPMs TPMs CHO TPMs TPMs PROG
CHO TES Vs PROG TES
vs TES
TES
EGO55 00615 Ferredoxina 330 355 -1 45 41 1
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EGO55 03005 CYP450 718 115 6 6 7 -1
EGO55 03010 CYP450 429 125 3 5 5 -1
EGO55 03165  Ferredoxina 88 131 -1 19 18 -1
EGO55 03170 CYP450 638 324 2 15 14 1
EGO55 03275 CYP450 422 188 2 11 13 -1
EGO55 03280  Ferredoxina 40 4 11 11 18 -1
EGO55 04870 CYP450 370 82 5 9 9 -1
EGO55 04875  Ferredoxina 71 4 17 6 6 -1
EGO55 05120 Ferredoxina 43 8 6 112 132 -1
EGO55 05540 CYP450 381 257 1 23 19 1
EGO55 05545 Ferredoxina 105 62 2 28 30 -1
EGO55 05555 CYP450 606 406 1 15 13 1
EGO55 05560 CYP450 712 344 2 11 15 -1
EGO55 06005 CYP450 269 217 1 6 7 -1
EGO55 09415 Ferredoxina 4997 12403 -2 361 353 1
reductasa
EGO55_ 10200 CYP450 19740 577 34 14 16 -1
EGO55 10220 CYP450 453 166 3 3 4 -1
EGO55 13190 Ferredoxina 6595 10021 -2 782 711 1
EGO55 14220 CYP450 639 200 3 9 9 -1
EGO55 14410 CYP450 635 278 3 11 14 -1
EGO55 18145 CYP450 586 335 2 17 21 -1
EGO55 19875  Ferredoxina 621 125 5 18 23 -1

Ibero (2022) propone los genes EGO55 01285, EGO55 05820, EGO55 06710y
EGO55 09415 como posibles FAXR en C. tardaugens segun su anotacion en el genoma.
No obstante, mediante un alineamiento de proteinas con la herramienta BLAST,
unicamente la proteina EGO55 09415 presenta una identidad del 74% y del 37% frente
a las FdxR de N. aromaticivorans (ArR) y de P. putida (CamA), respectivamente, lo que
indica que EGO55_09415 podria ser la FAxR de C. tardaugens. Aungue su expresion en
presencia de colesterol se encuentra ligeramente reprimida con un FC=-2, sus TPMs se
aproximan a 5000 (Tabla R3.1), lo que puede constituir unos niveles de expresion basales
suficientes para actuar junto con el resto de las Fdx y los CYP450. La expresion de
EGO55 09415 en presencia de progesterona frente a testosterona es similar en ambas
condiciones (FC=1).

Aunque la mutacion del CYP2113 impide el crecimiento de la bacteria en
colesterol, la cepa pudo crecer con colestenona como Unica fuente de carbono y de
energia, lo que sugiere que la colestenona se metaboliza al menos con otro de los CYP450
restantes. En este sentido, cuando se analiz6 la estructura primaria de 7 de los CYP450
méas inducidos (EGO55_03005, EGO55_03010, EGO55 04870, EGO55_ 10200,
EGO55 10220, EGO55 14410, EGO55 14220; FC=3-34) mediante un alineamiento
maultiple con CLUSTALW, se observd que se conservan muy pocos aminoacidos entre
las secuencias primarias, como por ejemplo la cisteina que acompleja el atomo de hierro
del grupo hemo (Fig. R3.7). Sin embargo, cuando se utilizd AlphaFold2 y el software
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PyMOL para analizar la estructura secundaria de las proteinas, se comprobo6 que las a-
hélices y las laminas B se encuentran muy conservadas entre todos ellos (Fig. R3.7), de
forma que su especificidad de sustrato solo podria predecirse a través de un analisis
bioinformatico mediante docking en sus estructuras terciarias.
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Figura R3.7. Alineamiento multiple de secuencia de los 7 CYP450 més inducidos en
presencia de colesterol en C. tardaugens. Los aminoacidos que conforman a-hélices se
encuentran marcados en azul, mientras que aquellos que conforman laminas 3 estan marcados en
rojo. La cisteina que acompleja el cation de hierro del grupo hemo se encuentra marcada en verde.
(*) residuo conservado; (:) mutacién conservadora; (.) mutacion semiconservadora.

Con el objetivo de identificar cuéles de esos CYP450 podrian unir esteroles como
el colesterol o la colestenona como sustratos, se realizé un estudio de docking utilizando
colesterol. En este andlisis in silico se comprobd si la flexibilidad y la variabilidad de los
loops, junto con la conformacion espacial de las a-hélices y laminas B, permitian acoplar
el colesterol en el centro activo conteniendo el grupo hemo. EI CYP450 EGO55 10220
es capaz de unir el colesterol en una conformacion en la que el C22 esta orientado hacia
el catién de hierro (Fig. R3.8AB), sugiriendo la posibilidad de una interaccién que
permita hidroxilar esta posicion, como ocurre en el CYP11A1 del sistema CH/L de
mamiferos. Esta disposicion también se observé en los CYP450 EGO55 14410 y
EGO55_03010. Por otro lado, los CYP450 EGO55 03005 y EGO55 04870 podrian ser
capaces de unir colesterol, pero en una orientacion en la que solo los C26 y C27 se
encontrarian cercanos al grupo hemo (Fig. R3.8CD). EI CYP450 EGO55_14220 se pudo
descartar, ya que no era capaz de unir colesterol en ninguna conformacion.
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Figura R3.8. Prediccion de la estructura de los CYP450 EGO55 10220 (A y B) y
EGO55_03005 (C y D) y su interaccion con el grupo hemo y el colesterol como ligandos. El
grupo hemo esté pintado en color naranja, mientras que el colesterol esta en verde. Los paneles B
y D constituyen la imagen en wall eyed stereo.

3.6. Andlisis in silico de otros genes inducidos en colesterol

El cluster pdc en presencia de colesterol presentd un FC de entre 1y 6y se observo
una induccion de la expresion de BVMO y LLM (FC=2 y FC=6, respectivamente) (Tabla
R3.2), lo que concuerda con la hipotesis de que el colesterol se transforma en
pregnenolona/progesterona que a su vez induciria la expresion del cluster pdc para su
mineralizacion en C. tardaugens. Analizando en detalle los genes colindantes al cluster
pdc, se encontrd una regién comprendida entre los genes EGO55 13865y EGO55 13910
con una elevada induccién en presencia de colesterol y que podrian constituir una
expansion del cluster pdc. En esta region se localizan genes con un FC entre -2 y 57 que
codifican cuatro oxidorreductasas (EGO55 13865, EGO55 13875, EGO55 13880 y
EGO55 13890), una alfa/beta hidrolasa (EGO55 13870), una proteina hipotética
(EGO55_13885), un receptor TonB (EGO55 13895), una epimerasa/deshidratasa
(EGO55_13900), una CoA transferasa (EGO55 13905), una enoil-CoA hidratasa
(EGO55_13910), una proteina de la familia de LysR (EGO55_13915), dos acil-CoA
deshidrogenasas (EGO55 13920 y EGO55 13925) y un regulador de la familia de TetR
(EGO55_13930) (Tabla R3.2). El gen EGO55_ 13890 que codifica una oxidorreductasa
es el mas inducido y presenta similitud con una ciclohexanona monooxigenasa de N.
arvoryzae, una familia de proteinas que catalizan una monooxigenacion de Baeyer-
Villiger sobre una amplia variedad de sustratos, como puede ser cetonas o aldehidos para
transformarlos en ésteres, lactonas o epoxidos (Romero et al., 2016). Los receptores
TonB, como el codificado en EGO55 13895, se han propuesto como posibles
responsables en el transporte de moléculas apolares (Ibero, 2022; Lin et al., 2015), y su
induccion en presencia de colesterol (FC=14) podria deberse a su implicacion en este
proceso. El resto de enzimas que deshidrogenan o hidratan derivados de CoA podrian
tener un papel en la degradacion de alquenos como puede ser el subproducto isocaproal
obtenido de la rotura de la cadena lateral del colesterol. Cuando se analiza el perfil
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transcriptomico de C. tardaugens en presencia de progesterona frente a testosterona,
unicamente el cluster pdc se encuentra inducido con un FC entre 3 'y 139, mientras que la
region anexa EGO55_13865-EGO55_ 13930 presenta un FC entre -1y 1, sugiriendo que
sus niveles de expresion no cambian en respuesta a progesterona.

Tabla R3.2. Niveles de expresion de la region EGO55_13845-13930. TPM: trénscritos por
millén; CHO: colesterol; TES: testosterona; PROG: progesterona; FC: Fold change; CYP450:
citocromo P450. Los valores de TPM corresponden a la media de 3 réplicas biol6gicas analizadas.

FC FC
Gen Funcion TPMs TPMs CHO TPMs TPMs PROG
CHO TES vs PROG TES Vs
TES TES
EGO55 13845 Baeyer-Villiger 2238 1210 2 4331 28 139
monooxigenasa
EGO55_13850 Regulador 2439 1188 2 25 38 -1
transcripcional de la
familia TetR/AcR
EGO55_13855 Regulador 896 862 1 112 53 3
transcripcional
HTH
EGO55_ 13860 Luciferasa-like 12990 2217 6 1899 60 32
monooxigenasa
EGO55 13865 Oxidorreductasa 2539 1216 2 28 30 -1
dependiente de
NADP
EGO55 13870 Alfa/beta hidrolasa 3423 479 7 14 15 -1
EGO55 13875 Oxidorreductasa 4245 259 16 16 15 1
SDR dependiente
de NAD(P)
EGO55 13880 Oxidorreductasa 2900 405 7 24 23 1
SDR
EGO55 13885 Proteina hipotética 1704 3061 -2 115 147 -1
EGO55 13890 Oxidorreductasa 87895 1554 57 16 20 -1
dependiente de
FAD/NAD(P)
EGO55_ 13895 Receptor TonB 2557 189 14 4 6 -1
EGO55 13900 Epimerasa/ 757 541 1 10 13 -1
deshidratasa
EGO55 13905 CoA transferasa 377 366 1 14 14 1
EGO55 13910 Crotonasa/enoil- 1247 801 2 28 28 -1
CoA hidratasa
EGO55 13915 Proteina de union a
sustrato de la
familia de LysR 1034 837 1 39 43 -1
EGO55 13920 Acil-CoA
deshidrogenasa 605 655 -1 25 25 1
EGO55 13925 Acil-CoA
deshidrogenasa 380 586 -2 26 24 1
EGO55_ 13930 Regulador
transcripcional de la
familia TetR/AcR 1619 2785 -2 162 149 1
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Esta region se encuentra conservada en mayor o0 menor medida con respecto a
otros Novosphingobium o bacterias degradadoras de esteroides como C. estronivorus
(Fig. R3.9). Genes con una alta similitud en su secuencia de aminoacidos a la
oxidorreductasa EGO55_13890 se encuentran presentes en todos ellos y, en el caso de C.
estronivorus, también se encuentra proximo a su cluster pdc homologo, junto con genes
similares a la alfa/beta hidrolasa EGO55_13870 y la oxidorreductasa EGO55_ 13865.
Estos 3 genes, junto con el del receptor TonB EGO55 13890 y el del regulador TetR
EGO55 13930, se encuentran también en N. arvoryzae. Cuando se compara esta region
con las especies N. aromaticivorans y N. subterraneum, en los que se ha estudiado la
actividad CH/L de sus CYP450scc, solo se encuentran presentes genes similares a la
oxidorreductasa EGO55 13865, a la CoA transferasa EGO55 13905, a la enoil-CoA
hidratasa EGO55 13910 y a la acil-CoA deshidrogenasa EGO55 13920, todas ellas
formando también un pequefio cluster. Cabe destacar que en N. aromaticivorans, el gen
de la oxidorreductasa EGO55 13890 esta a solo 3,5 kb de la BVMO homdloga a
EGO55_13845 de C. tardaugens.

N. aromaticivorans DSM12444 {7
NC_009427

® Regulador TetR

® Oxidorreductasa EGO55_13890

® Epimerasa/deshidratasa

® Receptor TonB

® CoA transferasa

® Enoil-CoA hidratasa

® Regulador LysR
Acil-CoA deshidrogenasa
Acil-CoA deshidrogenasa

® Regulador TetR
Alfa/beta hidrolasa

® Oxidorreductasa

e LLM

® Regulador LuxR

® BVMO

® Oxidorreductasa

N. subterraneum DSM 12447 i1
NZ_JRVC01000010

C. tardaugens NBRC16725
NZ_CP034179.1

C. estronivorus MH B5
NZ_JRQQ01000012

N. arvoryzae KCTC32422
NZ_BMZD01000008

—A B
2kb 0 gentidad (%) %0

Figura R3.9. Organizacién génica de la region EGO55 13845-13930 en C. tardaugens
comparado con otras bacterias relacionadas. El cluster pdc se encuentra marcado en un cuadro.

Estos resultados sugieren que hay que continuar con un estudio funcional en
profundidad tanto de la organizacion génica como de los procesos bioquimicos para
entender cudl es el papel de cada enzima en la degradacion, no solo del colesterol, sino
también de sus productos pregnenolona e isocaproal. Conocer los complejos
CYP450scc/Fdx/FdxR encargados de catalizar la ruptura de la cadena lateral del
colesterol y de la colestenona en C. tardaugens arrojaria luz sobre un nuevo metabolismo
de estos esteroles en bacterias Gram negativas y, ademas, permitirian una futura
aplicacion de estas enzimas en procesos biotecnoldgicos. Por otro lado, estudiar el
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catabolismo del isocaproal conllevaria la descripcion por primera vez de la degradacion
de este compuesto en bacterias.
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Discusion

1. Utilizacion de M. smegmatis como factoria celular para la produccion de
esteroides con interés industrial

1.1. Produccién de esteroides C19 y C22

El AD y el 4-HBC son dos esteroides C19 y C22, respectivamente, que se pueden
utilizar como punto de partida para la sintesis de distintas moléculas esteroideas con
interés farmacéutico, como puede ser la testosterona, la progesterona o los
corticosteroides (Donova y Egorova, 2012; Pan et al., 2023; Peng et al., 2021). Ambas
sintonas se obtienen principalmente en micobacterias modificando y delecionando genes
involucrados en el metabolismo de los esteroles. En esta Tesis Doctoral, se ha utilizado
M. smegmatis como modelo porque en este microorganismo el metabolismo y el
transporte del colesterol se han estudiado en profundidad (Galan et al., 2017; Garcia-
Fernandez et al., 2017b, 2015; Uhia et al., 2011a; Uhia et al., 2011b).

El mutante MS6039-5941 de M. smegmatis tiene delecionadas los genes que
codifican las enzimas KstD y KshB y por tanto produce AD a partir de esteroles, pero
ademas acumula cierta cantidad de 4-HBC como subproducto (Galan et al., 2017). Del
mismo modo, cuando se interrumpe la ruta de degradacion para producir 4-HBC como
producto principal en micobacterias, se ha observado que el esteroide AD también se
acumula como subproducto (Han et al., 2024; Liu et al., 2023b; Peng et al., 2021). La
presencia de dos subproductos de estructura similar no solo disminuye el rendimiento del
proceso, sino que también dificulta la purificacion de los compuestos, aumentando el
coste de produccioén. En este trabajo nos hemos centrado en identificar y actuar sobre las
enzimas claves responsables del metabolismo del 4-HBC para optimizar M. smegmatis
como factoria celular con el objetivo de producir sintonas C19 o C22.

Aunque en el metabolismo aerdbico bacteriano de los esteroles se sabia que el
intermediario 22-OH-BCN-CoA se transforma en 3-OPA mediante una reaccion
retroaldol y después se reduce hasta formar 4-HBC (Fig. 14), al inicio de esta Tesis
Doctoral, las enzimas responsables de esta catalisis no se encontraban descritas en
ninguna de las actinobacterias estudiadas. En esta Tesis se ha identificado un cluster
génico, denominado 4-HBC, que codifica la aldolasa msSal, la reductasa msRed, la
hidratasa msShy y la deshidrogenasa msACAD. Todas estas enzimas tienen una alta
similitud a las enzimas implicadas en la degradacion de los acidos biliares.

La aldolasa msSal se delecioné en la cepa MS6039-5941 productora de AD para
mejorar su produccion, y se obtuvo la cepa MS6039-5941-6561 que no acumulé 4-HBC
como subproducto. Este mutante aumenté un 60% la produccion de AD a partir de
colesterol porque el flujo metabdlico se canaliza mayoritariamente hacia su obtencion, ya
que la produccidn de 4-HBC se encuentra bloqueada. Esta misma respuesta la observaron
posteriormente Zhao et al. (2023) en M. neoaurum, donde también se identifico el cluster
HBC. Cuando delecionaron la aldolasa Atf1, homologa a msSal, las cepas resultantes no
acumulaban ningun esteroide C22 y también aumentaban la produccion de AD y ADD
en sus respectivos mutantes en un 25% y 13%, respectivamente. Todo ello confirma que
esta aldolasa esta involucrada en el metabolismo del 4-HBC y que su funcién no es
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sustituida por otra enzima redundante. Este mismo cluster se encuentra también en M.
fortuitum, sin embargo, el estudio de su implicacion en el metabolismo del 4-HBC no se
ha realizado ni aplicado todavia a mutantes productores de esteroides C19 o C22 (Han et
al., 2024; Liu et al., 2023a, 2023b). Zhao et al. (2023) describieron ademas un regulador
denominado KstR3 presente en el cluster HBC que actla reprimiendo la expresion de los
genes presentes en el cluster. En el caso de M. smegmatis, este regulador esta presente en
el cluster 4-HBC codificado por el gen MSMEG_6564, sin embargo, su probable funcién
represora, su secuencia operadora y el inductor o inductores todavia no estan descritos.

Considerando que la delecion de la aldolasa msSal es clave para mejorar la
produccion de esteroides C19, se considero que su sobreexpresion en una cepa productora
de 4-HBC aumentaria su acumulacion. Aunque se habian descrito varias cepas de M.
neoaurum y M. fortuitum capaces de acumular 4-HBC cuando se elimina la actividad -
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa Hsd4A (Han et al., 2024; Liu et al., 2023b; Peng et al.,
2021; Xu et al., 2016), encargada de oxidar el 22-OH-BCN-CoA a 22-OBNC-CoA (Fig.
14), esto no se habia descrito en M. smegmatis. En esta Tesis Doctoral se deleciond el gen
hsd4A (MSMEG_5903) de M. smegmatis sobre la cepa mutante MS6039-5941 productora
de AD, obteniendo asi el triple mutante MS6039-5941-5903. Esta nueva cepa produce
hasta 5,6 g/L de 4-HBC a partir de 14 g/L de fitoesteroles, un valor similar al observado
en M. fortuitum ATCC 35855, donde la produccion de 4-HBC por la cepa
MFKDAkshAAhsd4A alcanza 5,29 g/L a partir de 10 g/L de fitoesteroles (Liu et al.,
2023a), mientras que en M. neoaurum la cepa XIIAhsd4AAkstD123 produce alrededor de
15 g/L de 4-HBC a partir de 40 g/L de fitoesteroles (Xu et al., 2016). Sin embargo, el
mutante MS6039-5941-5903 acumula el esteroide C19 AD como subproducto, lo que se
ha observado también en el resto de micobacterias productoras de 4-HBC, sugiriendo la
existencia de redundancia enzimatica en este paso del metabolismo del colesterol (Han et
al., 2024; Liu et al., 2023b; Peng et al., 2021; Xu et al., 2016).

Con el objetivo de redirigir totalmente el flujo del metabolismo del colesterol
hacia la produccién de 4-HBC y conociendo la importancia de la aldolasa msSal en el
proceso, se decidid sobreexpresar esta enzima en la cepa mutante MS6039-5941-5903.
Contrariamente a lo esperado, esta aproximacion no supuso ninguna mejora en la
produccion de 4-HBC obervandose una disminucion del crecimiento de la nueva cepa en
presencia de colesterol, probablemente debido a la acumulacion del intermediario
aldehido 3-OPA. Para evitar la acumulacién toxica de este aldehido, recuperar el
crecimiento normal de la cepa y conseguir una mejora en la produccién de 4-HBC, se
decidié sobreexpresar también la reductasa msRed o la reductasa msOpccR de M.
smegmatis para reducir el 3-OPA a 4-HBC (Fig. 14). La actividad de la reductasa msRed
no estaba descrita hasta este momento, pero su gen codificante se encuentra en el cluster
4-HBC junto con la aldolasa msSal, sugiriendo su relacion con el metabolismo del 4-
HBC. Curiosamente, esta reductasa no se encuentra en el cluster HBC en el genoma de
M. neoaurum, pero si se encuentra en el genoma de M. fortuitum (Zhao et al., 2023). La
actividad de esta reductasa estaria desempefiada en M. neoaurum por la accion de la
reductasa mnOpccR, cuyo papel se ha descrito en la reduccion del 3-oxo-4-pregnen-20-
carboxil-CoA (3-OPC-CoA) y del 3-OPA al 4-HBC (Peng et al., 2021). Peng et al. (2021)
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estudiaron la actividad de msOpccR de M. smegmatis, la reductasa homéloga a mnOpccR
de M. neoaurum, y se comprobé que es capaz de reducir el 3-OPA a 4-HBC. Cuando las
reductasas msRed o msOpccR se sobreexpresaron por separado junto con la aldolasa
msSal en el mutante MS6039-5941-5903, no solo se recupero su crecimiento normal, sino
que aumento la produccion de 4-HBC, siendo la primera vez que se mejora el rendimiento
de este proceso utilizando la aldolasa y la reductasa involucradas en este metabolismo.
Las nuevas cepas aumentaron su produccion en un 127% y 61% cuando se ensayaron con
fitoesteroles al expresar la reductasa msRed o la reductasa msOpccR, respectivamente, y
llegando a una produccion de 12,7 y 9,0 g/L desde 14,0 g/L de fitoesteroles,
respectivamente. En otras micobacterias, la estrategia utilizada para mejorar la
produccion de 4-HBC en M. fortuitum consistié en mutar la tiolasa FadA5, de manera
que el mutante MFKDAkshAAhsd4AAfadA5 acumul6 5,4 g/L de 4-HBC a partir de 10,0
g/L de fitoesteroles y redujo a un 3,2% la cantidad de AD acumulado como subproducto
(Liu et al., 2023a). Esta tiolasa FadA5 también esta delecionada en el mutante de M.
neoaurum WIIIACSNDAfadA5-1V, que ademas sobreexpresa la aldolasa Atfl y la
hidratasa ChsH4, y llega a producir 20,7 g/L de 4-HBC a partir de 30,0 g/L de
fitoesteroles, disminuyendo un 56,4% su acumulacion de AD (Zhao et al., 2023).

A pesar de todas estas modificaciones realizadas en el genoma, todas las
micobacterias utilizadas para producir 4-HBC siguen acumulando algo de AD como
subproducto. La estrategia elegida para evitarlo en M. neoaurum y M. fortuitum fue la
mutacion del gen fadA5, consiguiendo una pequefia disminucién en la acumulacion de
AD, pero no eliminandolo por completo (Liu et al., 2023a; Zhao et al., 2023). Este
resultado sugiere la existencia de alguna isoenzima capaz de suplir la actividad de la
enzima eliminada y pone de manifiesto la gran redundancia génica que hay en el
metabolismo del colesterol en estos microorganismos. Como alternativa en M.
smegmatis, la delecién de la deshidrogenasa ChsE2-ChsEl (MSMEG_5993-5994),
involucrada en la siguiente reaccion tras la tiolasa FadA5 (Fig. 14), podria bloquear la
formacion de AD. Esto se podria combinar ademas con la sobreexpresion de la aldolasa
msSal y la reductasa msRed junto con la hidratasa msShy, ya que Zhao et al. (2023) han
comprobado en M. neoaurum que su proteina homologa ChsH4 es esencial en el
metabolismo del 4-HBC y que su sobreexpresion en la cepa WIITACSNDAfadA5-1V
disminuye la produccion de AD como subproducto.

1.2.  Ampliacién de la herramienta genética Golden Standard para
micobacterias y su aplicacion en la produccion de progesterona

La modificacion genética de micobacterias, y especificamente de M. smegmatis,
se lleva realizando desde la década de los 90 (Snapper et al., 1990), sin embargo, las
herramientas moleculares utilizadas en estos microorganismos siguen estando muy
limitadas al uso de unos pocos plasmidos y sistemas de clonaje tradicionales (Chang et
al., 2009; Snapper et al., 1990; Stover et al., 1991).
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Para mejorar esta situacion, Arnold et al. (2018) desarrollaron una coleccion de
vectores con utilidad en micobacterias para delecion génica, complementacion y
produccion de proteinas. Este sistema se basa en el uso de la enzima de restriccion de tipo
I1S Sapl, permitiendo el clonaje de un fragmento en un denominado ‘vector entrada’ y su
posterior transferencia al vector de interés. Esta coleccidn de vectores ademas incluye una
variedad de sistemas con promotores de distinta fuerza de expresion, constitutivos o
inducibles, con sistemas integrativos o replicativos y con distintos marcadores de
seleccion. Oliveira et al. (2019) por otro lado aplicaron la tecnologia BioBrick a M. bovis,
creando el plasmido pUP500 replicativo en E. coli y M. bovis y construyeron una
coleccion de partes como promotores, genes reporteros, marcadores de seleccion y
secuencias reguladoras. En este caso los clonajes se basan en enzimas de restriccion de
tipo 1P como EcoRI o Xbal.

Sin embargo, todos estos sistemas presentan aun varios problemas. EIl primero de
ellos es la falta de intercambiabilidad entre las distintas colecciones. Debido a la
diferencia en la forma de clonaje, las partes de una coleccion no se pueden usar en la otra,
obligando a adaptar los fragmentos a cada una de las herramientas. Ademas, los vectores
finales no presentan un amplio rango de hospedador, ya que se centran Unicamente en E.
coli y las micobacterias, y esto delimita mucho la aplicabilidad de las herramientas
moleculares. El sistema Golden Standard desarrollado por Blazquez et al. (2023)
soluciona estos inconvenientes al estandarizar el sistema de clonaje con las enzimas de
restriccion 11S Bsal y Bbsl utilizadas en otros sistemas como JUMP o Cyano Gate y
ademas amplia su aplicacion a un gran nimero de bacterias al incorporar la modularidad
de los pSEVA, permitiendo cambiar el origen de replicacion. En la coleccién actual solo
se encuentran adaptados al GS los vectores con los origenes de replicacion RK2, pBBR1
y pUC, cuya aplicacion se ha comprobado en a-, B-, y- y d-proteobacterias (Blazquez et
al., 2023).

En esta Tesis Doctoral se ha conseguido expandir el uso del GS como herramienta
molecular para las micobacterias gracias al ori RSF1010. Tras la ‘domesticacion’ del
origen de replicacion se han construido diferentes vectores que permiten la construccién
de unidades transcripcionales simples o circuitos genéticos que replican y son funcionales
en M. smegmatis. Ademas, se ha ensayado la coleccion existente de promotores, RBS,
terminadores y sistemas de induccion e incluso se ha aumentado con partes funcionales
para micobacterias.

Todos los promotores de la coleccion de Anderson o de Zobel probados en M.
smegmatis fueron funcionales y la mayor sefial se observé con los promotores J23100,
J23102, BG17 y BG37. Estos niveles de expresion coinciden con los observados en E.
coli con el ori RSF1010 y con el ori RK2 en E. coli y Pseudomonas putida (Blazquez et
al., 2023). Todos ellos tienen en comun que las secuencias de las cajas -10 y -35 se
encuentran muy conservadas respecto a la secuencia consenso de E. coli, facilitando la
transcripcion por la ARN polimerasa (Tabla D1). Para ampliar esta coleccion de partes,
se decidié probar los promotores Phsp60, PhspX y Pimyc, todos ellos ensayados
previamente en otras micobacterias (Chang et al., 2009; Oliveira et al., 2019; Stover et
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al., 1991). El promotor Phsp60 se encuentra en el plasmido pMV261 y es comUnmente
utilizado en M. smegmatis, M. bovis 0 M. neoaurum para la expresion heter6loga de
proteinas (Li et al., 2024; Liu et al., 2022; Reyes-Gonzélez et al., 2025), siendo
considerado un promotor fuerte en M. bovis (Bastos et al., 2009; Oliveira et al., 2019).
Sin embargo, como se observa en la Figura R1.5 y como sefialan Kanno et al. (2016) y
Oliveiraetal. (2019), este promotor resulto ser bastante débil tanto en M. smegmatis como
en M. bovis. EI promotor Pimyc presentd una actividad menor que Phsp60, igual que se
observo Chang et al. (2009) que lo clasifican como el promotor con menor expresion de
los 3 ensayados. Por otro lado, la falta de actividad de PhspX puede deberse a que este
promotor se ha descrito como inducible en M. bovis BCG cuando infecta macréfagos o
en condiciones de bajo oxigeno (Dokladda et al., 2015; Oliveira et al., 2019), que son
situaciones no testadas en nuestro ensayo.

Tabla D1. Secuencias de los promotores ensayados en M. smegmatis. La secuencia consenso
de E. coli de la caja -35 se encuentra marcada en naranja, mientras que la caja -10 estd marcada
en verde. Los nucleétidos de las cajas -35 0 -10 que no coinciden con la secuencia consenso estan
marcados en azul.

Promotor Secuencia

Consenso TTGACANNNNNNNNNNNNNNNNNTATAATNNNNNN
J23100 TTGACGGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAGTGCTAGC
J23102 TTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTACTGTGCTAGC
Pem7 TTGACAATTAATCATCGGCATAGTATATCGGCATA
BG17 TTGACAACACTCGAAAAGCCGAGTATAATCAGATG
BG37 TTGACATGTCAATTTTTATGTTGTATAATATAACT
Phsp60 TTGCACTCGGCATAGGCGAGTGCTAAGAATAACGT
PhspX TTCTGTCCCTAGCCCTGGCCACGATGGGCTGGTCG
Pimyc TTTCGCAGTCGAGGGCTCTCGTGTAGCCTGGGCGA

Los niveles de la traduccién generados por los RBS bicistrénicos en E. coli y M.
smegmatis fueron superiores a los obtenidos con los RBS simples, como se ha observado
en P. putida (Blazquez et al., 2023; Iverson et al., 2016; Mutalik et al., 2013). Este
aumento de la traduccion gracias a los RBS bicistronicos se atribuye a la actividad
helicasa de los ribosomas, que empiezan traduciendo el péptido lider desde el primer RBS
y asi eliminan las estructuras secundarias del ARNm que puedan bloquear el acceso al
segundo RBS encargado de la traduccién del gen de interés (Claassens et al., 2019;
Takyar et al., 2005).

Los terminadores ensayados muestran una gran diferencia entre bacterias. Con la
excepcion del terminador T500, el resto mostraron una gran efectividad en E. coli,
mientras que en M. smegmatis solo el terminador B1006 y el terminador de rnpB
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presentaron una efectividad mayor del 50%. Estos datos en conjunto muestran las grandes
diferencias que hay en la actuacion de distintos elementos genéticos en funcion del
microorganismo en el que se encuentran y, ademas, no solo recalcan la importancia de
caracterizar cada parte en cada ambiente celular, sino también la necesidad de construir
una libreria amplia en la que haya elementos disponibles y Gtiles para cualquier especie.

Finalmente, la herramienta GS cuenta con distintos sistemas inducibles testados
en E. coli y P. putida (Blazquez et al., 2023). Estos sistemas son los pares Lacl/Ptrc,
RhaSR/PrhaBAD y XylIS/Pmy son esenciales para una expresion controlada en el tiempo
del gen de interés, ya que permite trabajar con genes que pueden resultar toxicos o
deletéreos para la célula. Estos sistemas aplicados en un vector con el ori RSF1010
mostraron el mismo comportamiento en E. coli que cuando se ensayaron con el ori RK2
por Blazquez et al. (2023). Sin embargo, ninguno de ellos fue funcional en M. smegmatis,
ya sea por falta de represion o por falta de expresion del gen reportero. Considerando que
estos sistemas se obtuvieron de bacterias Gram negativas como E. coli y P. putida (Egan
y Schleif, 1993; Gawin et al., 2017; Kelly et al., 2016), cabe esperar que no presenten
aplicabilidad en bacterias Gram positivas, especialmente por los distintos factores ¢ de
cada microorganismo (Souza et al., 2014). Para conseguir un sistema inducible en
micobacterias, se replico el sistema TetR/Ptet empleado por Arnold et al. (2018) para M.
smegmatis. A pesar de que los elementos TetR/Ptet se obtuvieron en E. coli (Bertram y
Hillen, 2008), para asegurar la funcionalidad de este sistema en micobacterias se expreso
tetR bajo el promotor débil Pimyc, previamente ensayado en M. smegmatis, y se
optimizaron los codones del gen tetR para facilitar su traduccién. De esta manera, el
nuevo sistema resulto ser inducible en presencia de aTC, constituyendo el primer sistema
inducible para micobacterias de la coleccion GS.

El desarrollo de la nueva coleccion de vectores con el ori RSF1010 para GS
facilita su aplicacion en un mayor nimero de especies, incluidas las micobacterias. Esta
nueva herramienta molecular permitird la construccion de distintas unidades
transcripcionales y circuitos genéticos con aplicacion en distintos procesos, como por
ejemplo la produccion de progesterona en M. smegmatis, uno de los principales objetivos
de esta Tesis Doctoral.

Al inicio de esta Tesis Doctoral, solo se habia descrito la produccion microbiana
de pregnenolona o progesterona en bacterias como E. coli (Efimova et al., 2019; Makeeva
et al., 2013), B. megaterium (Gerber et al., 2015) y M. neoaurum (Liu et al., 2022) y en
las levaduras Saccaromyces cerevisiae (Duport et al., 1998) y Yarrowia lipolitica (Zhang
et al., 2019). Todas estas producciones se fundamentan en la expresion del CYP450scc
bovino, denominado CYP11Al, junto con su adrenodoxina Adx y la reductasa AdxR,
formando el complejo CH/L. La produccion de estos compuestos en E. coli presenta una
ventaja, ya que esta bacteria carece de CYP450 propios, favoreciendo el estudio de los
CYP450 expresados heterdlogamente. Sin embargo, al inducir la expresion del operon
del sistema CH/L con IPTG, se produjeron unos niveles de progestagenos que variaron
entre los 0,42 y 0,62 mg/L a las 24 h a partir de 193 mg/L de colesterol (Efimova et al.,
2019; Makeeva et al., 2013). Esta produccién es mucho mayor en B. megaterium,
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Ilegando a los 95 mg/L de pregnenolona desde 115 mg/L de colesterol a las 48 h gracias
a la presencia de granulos del bioplastico poli(3-hidroxibutirato) (PHB), que actian como
reserva del sustrato y unen las proteinas heterélogas a su membrana (Gerber et al., 2015).
En micobacterias se consiguié una mayor concentracion de progesterona en un mutante
de M. neoaurum productor de 4-HBC expresando en formato operdn el sistema CH/L de
mamiferos unido a nanoparticulas de indio (In), que actdan como donador de electrones
ante una fuente de luz. Esta cepa produjo hasta 235 mg/L a partir de 5 g/L de colesterol
tras 5 dias, aunque también acumul6 unos 200 mg/L de 4-HBC (Liu et al., 2022). La
aproximacion utilizada en levaduras consiste en una produccion enddgena del sustrato
(ergosta-5-enol y campesterol) gracias al anabolismo del ergosterol y su posterior
transformacion en pregnenolona por el sistema CH/L. Se obtuvieron asi 60 mg/L y 78
mg/L de este esteroide en S. cerevisiae y Y. lipolytica, respectivamente, aunque también
se detect0 la presencia de ésteres de pregnenolona en el medio (Duport et al., 1998; Zhang
etal., 2019).

Todos estos datos apuntan a la necesidad de optimizar la expresion heterdloga del
sistema CH/L para mejorar la produccion de pregnenolona o progesterona en
microorganismos. En esta Tesis Doctoral se decidid abordar este objetivo en M.
smegmatis, ya que es una cepa excelente para la biotransformacion de esteroles en
esteroides con interés industrial, y ademas no se habia probado todavia para este propésito
al inicio de la misma. Ademas, se decidid utilizar en esta cepa el CYP450scc bacteriano
descrito en la patente EP2386634A1 (Yamagishi et al., 2011). Este CYP450scc proviene
de la a-proteobacteria N. aromaticivorans y es capaz de cortar la cadena lateral del
colesterol y otros esteroles para producir pregnenolona, de igual forma que cataliza esta
reaccion el sistema CH/L de mamiferos. Se trata del primer CYP450scc bacteriano
descrito hasta la fecha, por lo que supone de gran interés conocer su actividad in vivo. El
CYP11A1 ha tenido que ser modificado varias veces para mejorar su expresion y
solubilidad en bacterias, eliminando parte del N-terminal y el giro F-G para liberar el
CYP11A1l de la membrana (Janocha et al., 2011). Ademas, la expresion de la AdxR en
bacterias es también un desafio (Gerber et al., 2015). La existencia de un CYP450scc de
origen bacteriano, con sus respectivas Fdx y FdXR, deberia suponer por tanto una ventaja
a la hora de expresar y utilizar estas enzimas en otras bacterias.

La sobreexpresion del sistema CH/L bacteriano en la cepa mejorada ACyp125A3-
A142A42-412544 de M. smegmatis permitio la produccién de progesterona a partir de
fitoesteroles y confirmd que, igual que se ha observado en el sistema CH/L de mamiferos
(Liu et al., 2022), es necesaria la expresion conjunta del CYP450scc, la Fdx y la FAxR
para conseguir actividad. La cantidad de progesterona obtenida fue de 5,1 mg/L a partir
de 500 mg/L de fitoesteroles a las 48 h, unos niveles bastante por debajo de los obtenidos
en otras bacterias como M. neoaurum o incluso B. megaterium. Estos resultados se
pueden comparar con los datos recientes publicados por Karpov et al. (2024) en M.
smegmatis. Karpov et al. (2024) expresaron el sistema CH/L de mamiferos en la cepa
silvestre de M. smegmatis en formato operon y bajo un sistema inducible por acetamida
y llegaron a producir 19,5 mg/L de progesterona desde 1 g/L de fitoesteroles. Esta
diferencia puede deberse a la actividad propia de cada sistema CH/L, de forma que el
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mamifero seria mas eficiente respecto al bacteriano, o también puede ser debido a los
vectores replicativos y las unidades transcripcionales construidas para ambas cepas. En
nuestro caso los genes se encuentran expresados bajo el promotor Phsp60, que tiene una
actividad débil, y por tanto los niveles de expresion podrian ser menores que los
alcanzados cuando se usa el sistema inducible por acetamida.

Los datos representados en la Figura R1.12 muestran que una version
deshidrogenada de la progesterona, la 1,2-dehidroprogesterona, también se acumula en el
tiempo, de igual forma que se observa este intermediario en el catabolismo de la
progesterona de C. tardaugens estudiado en el Capitulo 2. Este compuesto es la primera
vez que se observa su produccion en M. smegmatis, ya que Karpov et al. (2024) no indican
la presencia de este esteroide en sus ensayos. Este compuesto se debe producir por la
accion de alguna de las 6 KstD presentes en el genoma de la micobacteria (Galan et al.,
2017), de forma que la delecion o la sobreexpresion de estas deshidrogenasas
disminuirian o aumentarian la cantidad de 1,2-dehidroprogesterona obtenida. La 1,2-
dehidroprogesterona puede considerarse también un esteroide con interés farmacéutico,
ya que no solo sirve como punto de partida para sintetizar distintos progestagenos, sino
que también se ha comprobado su actividad antiviral en células MDCK frente a la cepa
A/WSN/33 (H1IN1) del virus de la gripe y presenta un ICso similar al del antiviral
oseltamivir (Cheng et al., 2016; De et al., 1991).

La acumulacion de progesterona también se observé en la cepa control M.
smegmatis ACypl12543-414242-412544 (pSEVA65¢g) Unicamente cuando se usd
colesterol como materia prima, siendo la primera vez que se describe la produccion
enddgena de progesterona en M. smegmatis y, hasta donde alcanza nuestro conocimiento,
en otras micobacterias. A la hora de buscar algun CYP450 similar al CYP450scc de N.
aromaticivorans en M. smegmatis, los alineamientos no superaron el 36% de cobertura
ni de identidad. Esto indica que la progesterona producida puede deberse a la accion de
un CYP450scc desconocido, a la actividad secundaria de otro CYP450 o por algun tipo
de descarboxilacion desde el 3-OPA.

A pesar de que el rendimiento de produccion de progesterona en M. smegmatis
(19 mg/g colesterol) es muy parecido al obtenido por Karpov et al. (2024) (23 mg/g), la
productividad fue mucho menor (0,19 mg/L h* frente a 0,81 mg/L h'). Para mejorar su
produccién, en vez de delecionar los CYP450 involucrados en el catabolismo del
colesterol y evitar su degradacién, Karpov et al. (2024) bloguearon el hidroxilo unido en
C3 de los esteroles con un metoximetilo, de forma que el hidroxilo de C3 ya no se pudiera
oxidar y por tanto la molécula no solo era peor sustrato para el metabolismo del esterol
en la bacteria, sino también para evitar su transformacion en colestenona, cuya afinidad
por el sistema CH/L de mamiferos es mucho menor. De esta forma, consiguieron
concentraciones de hasta 461 mg/L de MOM-pregnenolona a partir de 1 g/L de MOM-
colesterol. Sin embargo, esto requiere de un posterior proceso quimico para recuperar la
pregnenolona, lo que no cumple con el objetivo de una completa produccion biolédgica de
este compuesto. En M. neocaurum o Y. lipolytica se realiz6 un cribado previo con distintos
promotores o combinaciones de Adx o AdxR para reconocer la construccién ideal para la
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produccién (Liu et al., 2022; Zhang et al., 2019). La expresion conjunta del sistema CH/L
con la reductasa ARH1 de levaduras en M. neoaurum consiguié la mayor acumulacion
de progesterona, mientras que en Y. lipolytica la combinacion del CYP11A1 de Sus scrofa
junto con la Adx y AdxR de Bos Taurus resulto ser el mejor sistema CH/L. Ademas,
Zhang et al. (2019) comprobaron que una mayor expresion del CYP11A1 aumentaba la
concentracion final de pregnenolona. Esto se debe a que la ratio de reduccion del
CYP11A1 es mucho maés baja que la de la Adx o la AdxR (1,86 s frente a 5,4 sty 32,2
s, siendo por tanto el paso limitante en esta catalisis (Schiffler et al., 2004).

El balanceo de los niveles de expresion de estos genes constituye por tanto una
aproximacion necesaria para mejorar la produccion de progesterona. El cribado de
distintos promotores se intenté ensayar en M. smegmatis gracias a la ampliacion del GS
en micobacterias, que permite aumentar la combinatoria de promotores. Sin embargo, los
transformantes obtenidos presentaban plasmidos aberrantes probablemente porque unos
altos niveles de expresion del sistema CH/L resultan ser una carga metabolica excesiva
para la célula.

Tanto los resultados recogidos en este apartado como las herramientas genéticas
desarrolladas para modificar M. smegmatis estan en linea con resultados previos en los
que se ha propuesto como una excelente factoria celular para abordar la produccién de
diversos esteroides. El estudio mas detallado del metabolismo de los esteroles ha
permitido obtener nuevas cepas con una aplicacién industrial muy prometedora al
conseguir aumentar la produccion de sintonas de interés, aunque en algunos casos se
requiere todavia de algunas mejoras para evitar, sobre todo, la acumulacion de
subproductos. La progesterona es un esteroide clave cuya produccion se puede conseguir
a partir del intermediario 4-HBC o directamente aplicando la biotecnologia de
CYP450scc. Su produccion microbiana a escala industrial puede ser una realidad usando
como materia prima fitoesteroles obtenidos de residuos de la industria papelera o de la
soja.

2. Metabolismo de la progesterona en C. tardaugens

C. tardaugens se aislé por su capacidad de degradar estrégenos y sin embargo es
capaz de metabolizar ademas un gran ndmero de esteroides y otros EDCs como
testosteronay sus ésteres, AD, ADD, acido célico, progesterona, pregnenolona, colesterol
y colestenona. Por este motivo, la hemos empleado en diversos estudios como cepa Gram
negativa modelo para la degradacion de estas moléculas (Ibero, 2022; Ibero et al., 2020,
2019). Ibero et al. (2020, 2019) describieron los clusters génicos de degradacién de la
testosterona y del estradiol en C. tardaugens, denominados clusters edc y SD,
respectivamente, y completaron las rutas metabdlicas con ensayos enzimaticos y analisis
de intermediarios. ElI metabolismo de la progesterona y los genes involucrados, en
cambio, todavia eran desconocidos tanto en C. tardaugens como en otras bacterias.

En el Capitulo 2 de esta Tesis Doctoral se ha estudiado el transcriptoma de C.
tardaugens en presencia de progesterona para conocer cuales son los genes encargados
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de degradar este esteroide, especialmente aquellos involucrados en la degradacion de su
cadena lateral. Este andlisis revel6 la existencia del cluster pdc (por sus siglas,
pogesterone degradation cluster) en el que se encuentran las monooxigenasas BVMO
(EGO55_13845) y LLM (EGO55 13860) y los reguladores EGO55 13850 vy
EGO55 13855. Este cluster también se encuentra en otras bacterias degradadoras de
esteroides como N. aromaticivorans o C. estronivorus, en la que ademas también se
conserva el cluster edc y SD descritos por Ibero et al. (2020, 2019). Estos datos, junto
con el hecho de que los clusters pdc, edc y SD se encuentran contiguos en una region de
75,5 kb, sugiere una gran conservacion de la organizacion génica a lo largo de la
evolucion.

Las monooxigenasas BVMO son una familia de proteinas bien caracterizadas que
catalizan una reaccion de Baeyer-Villiger sobre un gran nimero de sustratos con un grupo
ceto, como la ciclobutanonay la fenilacetona, usando FAD como cofactor (Bisagni et al.,
2014; Franceschini et al., 2012; Miyamoto et al., 1995). Como se ha comprobado en este
trabajo, la BVMO EGO55 13845 transforma la progesterona en acetato de testosterona
consumiendo poder reductor, de igual forma que se ha observado en la BVMO de R.
rhodochrous y cuya estructura 3D se encuentra resuelta (Franceschini et al., 2012). Otras
BVMOs descritas en hongos catalizan también la D-lactonizacion de esteroides como
progesterona, testosterona y dehidroepiandrosterona, convirtiéndolos en testololactona
(Ferroni et al., 2016; Javid et al., 2018). Al mismo tiempo, la monooxigenasa LLM
EGO55 13860 cataliza la misma reaccion que BVMO vy transforma la progesterona en
acetato de testosterona, pero en este caso la enzima requiere de un componente reductor
externo y de FMN para la reaccion. Por esta razon, las enzimas LLM se encuentran menos
estudiadas. Los unicos ejemplos descritos son el complejo AbmE2/AbmZ de
Streptomyces koyagensis SCSIO 5802, encargado de inactivar el antimicrobiano
abisomicina 2 al transformarlo en neoabisomicina B, y las enzimas 2,5-dicetocanfano-
1,2-monooxigenasa y 3,6-dicetocanfano-1,6-monooxigenasa de P. putida ATCC 17453
(Isupov et al., 2018; Iwaki et al., 2013). De esta forma, esta LLM EGO55 13860 es la
siguiente enzima de esta familia en ser estudiada, aunque todavia se desconoce cual es el
componente reductor que acta junto a ella.

En este cluster pdc se detect6 la presencia de dos reguladores, EGO55 13850 y
EGO55_13855 pertenecientes a la familia de represores TetR/AcrR y a la familia de
reguladores LUxR, respectivamente. En C. testosteroni TA441 se ha descrito el regulador
transcripcional TesR, de la familia de LuxR, que participa en la regulacion de la
degradacion de la testosterona induciendo distintos genes (Horinouchi et al., 2004b), lo
gue contrasta con la posible funcion represora de EGO55 13850. Seria interesante por
tanto estudiar la actividad de estos reguladores y su papel en la degradacion de la
progesterona y describir asi su funcion inductora o represora, las secuencias de ADN
operadoras y los inductores frente a los que responden.

El anélisis funcional mediante mutagénesis y complementacién demostré que las
dos monooxigenasas son redundantes proque tienen una actividad similar, de forma que
la delecién de ambas enzimas gener6 un mutante incapaz de crecer en progesterona como
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unica fuente de carbono y de energia. En este mutante, ademas, se detectd el intermediario
1,2-dehidroprogesterona. La presencia de esta molécula también fue observada por Liu
et al. (2013) al estudiar los intermediarios acumulados en la degradacion aerobia de la
progesterona y del norgestrel por bacterias provenientes de fangos activos, y su presencia
se debe a la actividad de las deshidrogenasas KstD. Estas enzimas estan muy estudiadas
y se usan para obtener esteroides C19 y C21 deshidrogenados con aplicaciones
farmacéuticas (Garcia et al., 2012; Zhao et al., 2021). En C. tardaugens se encuentra la
KstD EGO55 13510 involucrada en la degradacion de la testosterona (Ibero et al., 2019),
pero en su genoma se encuentran otras KstD potenciales como EGO55 01175 y
EGO55_03150 que podrian catalizar esta reaccion. En los anélisis transcriptomicos se
observd que el rango de FC de estos genes estaba entre -1 a +1, lo que sugiere que estos
genes se expresan de forma similar en presencia de progesterona y de testosterona,
probablemente debido a que el catabolismo de la progesterona confluye con el de la
testosterona.

La redundancia enzimatica de las enzimas BVMO y LLM se puede explicar por
su distinta preferencia de sustratos. Esta redundancia enzimética es un fenémeno que
existe en un gran niumero de microorganismos y por tanto debe presentar una ventaja para
ellos. En el caso de la actividad de BVMO y LLM en C. tardaugens, esta caracteristica
aumentaria la versatilidad del metabolismo de los esteroides, ya que permite degradar
otros progestagenos distintos a la progesterona y combinar su preferencia por unos u
otros. En este sentido, sobre la existencia de redundancia en el metabolismo, a modo de
ejemplos, en P. aeruginosa se ha observado que el ciclo del glioxilato esta ligado al ciclo
del 2-metilcitrato por la isocitrato liasa AceA, que presenta actividad secundaria con el
2-metilisocitrato y por tanto reduce la acumulacion de intermediarios toxicos cuando se
muta la 2-metilisocitrato liasa PrpB (Wijaya et al., 2025). Mitchell et al. (2024)
comprobaron que las proteinas de unién a penicilina (PBP) tienen redundancia funcional,
pero hay una especializacion entre estas proteinas segun distintos estresores
medioambientales.

C. tardaugens, y seguramente otras bacterias que también degradan testosterona,
son capaces por tanto de metabolizar la progesterona transforméandola en acetato de
testosterona, cuya degradacion se canaliza por el metabolismo de la testosterona. Esta
relacion entre ambos metabolismos confirma que el AD seria el esteroide central en el
que converge el catabolismo de la mayoria de los esteroides, los acidos biliares y los
esteroles, como es el caso también del colesterol en micobacterias (Fernandez-Cabezén
et al., 2018b; Galan et al., 2017; Wei et al., 2014). Cuando se abren los anillos A y B del
intermediario AD para entrar en el metabolismo central, éste se transforma en HIP, que
es la molécula clave en la que confluye el catabolismo de los estrogenos y, por tanto, el
intermediario en el que convergen todas las rutas de degradacion aerdbicas de esteroides
(Fig. D1).
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Figura D1. Esquema integrativo de las rutas de degradacion aerobias de esteroides. CHO:
colesterol; PREG; pregnenolona;, DHEA-Ac: acetato de dehidroepiandrosterona; CHONA:
colestenona; PROG: progesterona; TES-Ac: acetato de testosterona;, 1,2-dPROG: 1,2-
dehidroprogesterona; BOL-Ac: acetato de boldenona; 9-OHAD: 9a-hidroxi-1,4-androstadien-
3,17-diona; AD: 4-androsten-3,17-diona; TES: testosterona; 3-HSA: 3-hidroxi-9,10-
secoandrosta-1,3,5(10)-trien-9,17-diona; ADD: 1,4-androstadien-3,17-diona; BOL: boldenona;
HIP: dioxo-1,2,3,4,10,19-hexanorandrostan-5-oico; 4-OHEL: 4-hidroxiestrona; E1: estrona; E2:
estradiol; CYP450scc: citocromo P450 side chain cleavage; LLM: luciferasa-like
monooxigenasa, BVMO: Baeyer-Vllliger monooxigenasa; KstD: 3-cetoesteroide-Al-
deshidrogenasa; KshAB: cetoesteroide-9a-hidroxilasa; 17B-HSD:  17B-hidroxiesteroide
deshidrogenasa; EdcA: citocromo P450 estrona 4-hidroxilasa.
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3. Metabolismo del colesterol en C. tardaugens

C. tardaugens NBRC 16725 es capaz de crecer en sales biliares como el colato y
el desoxicolato, caracterizados por su cadena lateral acida, y en esteroles como el
colesterol y la colestenona, que presentan una cadena lateral alifatica. EI metabolismo de
las sales biliares en proteobacterias se encuentra muy estudiado, y sigue una ruta similar
a la degradacion del colesterol en la que primero se elimina la cadena lateral y, a
continuacion, se produce la apertura de los anillos esteroideos (Barrientos et al., 2015;
Gong et al.,, 2012; Holert et al., 2016; Horinouchi et al., 2012). Sin embargo, el
catabolismo del colesterol en Gram negativas supone todavia un campo por estudiar.
Actualmente solo hay descritas dos bacterias Gram negativas que pueden mineralizar el
colesterol: la cepa no clasificada 72Chol (DSM 12783) y S. denitrificans DSMZ 13999
(Harder y Probian, 1997; Tarlera y Denner, 2003).

La falta de genes homdlogos a los involucrados en el metabolismo aerébico del
colesterol de actinobacterias o en la ruta 2,3-seco anaerdbica de S. denitrificans nos hizo
plantear la posible existencia de una ruta alternativa para la degradacion de este esterol
en C. tardaugens. Los CYP450scc de N. aromaticivorans y N. subterraneum ensayados
in vitro tienen actividad CH/L y transforman el colesterol y la colestenona en
pregnenolona y progesterona, respectivamente (Yamagishi et al., 2011) y, al mismo
tiempo, Ibero (2022) describié en C. tardaugens el CYP2113, cuya actividad no se
conoce, pero su mutacion impedia el crecimiento de esta bacteria en colesterol, aunque
no en colestenona. El ensayo de este CYP2113 in vitro con el par Fdx/FdxR de espinaca
no mostré ningun resultado de actividad en colesterol a pesar de que este par Fdx/FdxR
de espinaca ha funcionado con otros CYP450 de C. tardaugens (Ibero et al., 2020). Por
tanto, se decidié cambiar los componentes redox a unos de origen procariota. Zhang et al.
(2019) realizaron una combinatoria de distintos CYP11Al y Adx de mamiferos para
mejorar la actividad del CYP450scc, ya que la interaccion entre CYP450scc y Fdx/FdxR
es esencial para la reaccién. En ocasiones se suele reemplazar la actividad redox del par
enddgeno Fdx/FAXR por la putidarredoxina y la putidarredoxina reductasa (par CamAB)
obtenidas de P. putida (Koga et al., 1989), pero en cambio se optd por utilizar el par
Fdx/FdxR de N. aromaticivorans debido a que esta especie es mas cercana
filogenéticamente a C. tardaugens que P. putida y porque la actividad de este par
Fdx/FdxR se habia ensayado previamente in vivo en M. smegmatis (ver Capitulo 1). Esta
nueva construccion que expresa el CYP2113 con la Fdx y la FdXR de N. aromaticivorans
se ensay0 in vivo en E. coli como esté descrito en Efimova et al. (2019) y en la patente
EP2386634A1 (Yamagishi et al., 2011) y no se detectd ningln nuevo compuesto en estas
condiciones, ya sea la pregnenolona o algun intermediario del colesterol hidroxilado
como el 22-OHCHO o el 20,22-dOHCHO, observados con el CYP11A1 (Strushkevich
etal., 2011). Es necesario por tanto encontrar cuél es la reaccion que cataliza el CYP2113
y cuales son los productos que se obtienen.

Se estudiaron los perfiles de expresion de la transcriptomica realizada en presencia
de colesterol de las Fdx anotadas en el genoma de C. tardaugens, para conocer cuales
podrian ser las candidatas para actuar con el CYP2113. La Adx de mamiferos es capaz
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de actuar con distintos CYP450 relacionados con la esteroidogénesis y con el
metabolismo de la vitamina D y &cidos biliares (Ewen et al., 2012). Por ello, alguna o
varias de las 8 Fdx codificadas en el genoma deberian ser capaces de asistir a los CYP450
y, entre ellos, al CYP2113. De las 8 Fdx, solo EGO55 05120 y EGO55 19875 se
encuentran sin un CYP450 cerca y, al mismo tiempo, estan inducidas en presencia de
colesterol, de forma que podrian estar acompafiando a los 14 CYP450 inducidos en las
mismas condiciones y que no presentan una Fdx al lado en el genoma. EI CYP2113 tiene
un FC=34 y unos TPMs de 19740, considerablemente mayores a los observados en las
distintas ferredoxinas que rondan entre 40 y 6595. Sin embargo, independientemente de
sus niveles de FC, podria considerarse que estas Fdx tienen una expresion basal suficiente
para actuar como compafieras redox de los CYP450, gracias a que la ratio de reduccion
de las Fdx es casi 3 veces mayor que la de los CYP450 como el CYP11A1 (Schiffler et
al., 2004). Esta misma circunstancia se observa en el caso de EGO55_09415, propuesta
en esta Tesis Doctoral como la FdxR de C. tardaugens. De forma general, en las bacterias
se suele encontrar una Unica FdxR encargada de utilizar el poder reductor del NAD(P)H
para reducir las Fdx, que a su vez cede los electrones a los CYP450 u otras
monooxigenasas (Giro et al., 2006; Moreno et al., 2024; Yang et al., 2010). Ibero (2022)
propone 4 genes como posibles FAxR en C. tardaugens (EGO55 01285, EGO55 05820,
EGO55 06710y EGO55_09415), pero solo laEGO55_09415 presenta un alto porcentaje
de identidad con otras FdXR como son ArR o CamA. Aunque el gen codificante se
encuentre reprimido en presencia de colesterol frente a testosterona (FC=-2), sus TPMs
podrian ser suficientes para expresar enzima suficiente para proporcionar el poder
reductor a la Fdx. En el sistema CYP11A1/Adx/AdXR, la reduccion de la AdXR es el paso
mas rapido, de forma que bajos niveles de esta proteina pueden suplir la demanda de
poder reductor generada por las Fdx. No obstante, cabe destacar que el gen
EGO55_01285 propuesto por Ibero (2022) presenta un FC de 2 con unos valores de TPM
que rondan los 6700 en presencia de colesterol, de manera que su papel en este
metabolismo deberia ser también tomado en cuenta. Por lo tanto, un cribado de la
actividad de distintas Fdx y FdxR de C. tardaugens con el CYP2113 utilizando colesterol
como sustrato permitiria identificar el mejor conjunto CYP450/Fdx/FdxR implicado en
el catabolismo del colesterol.

Se ha comprobado que la mutacion del CYP2113 impide el crecimiento de C.
tardaugens en colesterol, sin embargo, este mutante todavia es capaz de utilizar la
colestenona como fuente de carbono y de energia. Esto sugiere la posible existencia de
otro CYP450 que actuaria sobre la colestenona cortando su cadena lateral y produciendo
progesterona. En este sentido, se sabe que el rendimiento del CYP11A1 de mamiferos se
reduce al 3% cuando el sustrato de reacciédn es la colestenona (Morisaki et al., 1982), por
lo que no se puede descartar que bacterias como C. tardaugens hayan evolucionado para
adquirir diferentes CYP450 que les permitan metabolizar con mas eficiencia un mayor
namero de esteroles. De entre los 7 CYP450 mas inducidos en presencia de colesterol,
las predicciones de su estructura tridimensional apuntan a que EGO55 10220,
EGO55 14410 y EGO55_03010 podrian unir un ligando muy apolar como el colesterol
en una conformacién que aproxime el C22 al grupo hemo. Esta orientacion es la misma
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que se ha descrito en el cristal del CYP11A1 cuando une el intermediario 22-OHCHO
(Mast et al., 2011). En este CYP450scc se ha observado que el intermediario hidroxilado
se une con mas fuerza al centro activo que el colesterol y se ha propuesto que el
desplazamiento del sustrato para hidroxilar el C20 y formar 20,22-dOHCHO se
desencadena al interaccionar con la Adx. Cabe destacar ademas que el gen EGO55_10220
se ubica al lado del cluster cdc descrito por Ibero (2022), donde se encuentra el gen
EGO55_10200 que codifica el CYP2113, por lo que seria interesante estudiar la actividad
de este CYP450 y confirmar si la colestenona es su sustrato preferente. Resulta interesante
que los genes de este cluster cdc, incluyendo el EGO55 10220, presentan homdlogos en
otros microorganismos, pero su estructura génica es Unica de C. tardaugens.

De todos modos, salvo el CYP450 EGO55 14220 cuya prediccion estructural no
permite acoplar el colesterol en su centro activo, los CYP450 EGO55 03005 y
EGO55 04870 tampoco se pueden descartar como potenciales CYP450scc, ya que en
este caso sus estructuras tridimensionales si permiten unir colesterol, aunque sea de forma
distinta a la observada en los cristales de CYP11ALl.

El gen EGO55 13890 que codifica una oxidorreductasa es uno de los mas
inducidos en C. tardaugens en presencia de colesterol y se encuentra en una regién
ubicada cercana al cluster pdc con un FC entre 2 y 57. Ibero (2022) deleciono esta
oxidorreductasa en C. tardaugens, pero no observé ningin cambio fenotipico cuando el
mutante se cultivo en colesterol, demostrando que no es un gen esencial en el catabolismo
del colesterol en esta bacteria. Sin embargo, este gen y la region EGO55 13865-13930
podrian estar implicados en la degradacion de algin subproducto de este metabolismo.
Cuando el CYP450scc rompe la cadena lateral del colesterol, libera pregnenolona y el
aldehido isocaproal, cuyo catabolismo se desconoce aun. Como las enzimas implicadas
en el catabolismo de la progesterona ya se conocen y no involucra a esta region de genes
inducidos en colesterol, se podria suponer que esta oxidorreductasa EGO55_13890 actua
sobre el isocaproal oxidandolo al &cido isocaproico. Este acido se podria activar a
continuacion por la CoA transferasa EGO55 13905 y entrar en una f-oxidacion por su
estructura similar a un &cido graso. En este proceso actuaria también la enoil-CoA
hidratasa EGO55_ 13910 en uno de los ciclos, posiblemente junto con las acil-CoA
deshidrogenasas EGO55 13920 y EGO55 13925, que se encuentran en esta region,
aunque con un FC de -1y -2, respectivamente.

Sorprendentemente, ningunos de estos genes que codifican Fdx, FAxR y CYP450
se encuentran inducidos en presencia de progesterona frente a testosterona. Esto sugiere
que la progesterona, aunque es un producto intermediario del colesterol, no seria un
inductor de esta ruta y solo es capaz de inducir la expresion del cluster pdc (Fig. D2). Por
tanto, seria el colesterol o algun intermediario entre el colesterol y la progesterona (22-
OHCHO o0 20,22-dOHCHO) las moléculas inductoras del cluster cdc. Esta situacion
ocurre también con la region anexa al cluster pdc (EGO55_13865-EGO55_13930). Estos
genes se encuentran inducidos en presencia de colesterol, pero no con progesterona, de
forma que serian el colesterol o algin derivado de su metabolismo como el isocaproal los
inductores de su expresion.
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Figura D2. Esquema de la ruta propuesta de degradacion del colesterol en C. tardaugens.
Los posibles efectos inductores de los compuestos sobre los genes catabélicos estdn marcados
con flechas discontinuas. CHO: colesterol; 22-OHCHO: 22R-hidroxicolesterol; 20,22-dOHCHO:
20R,22R-dihidroxicolesterol; PREG: pregnenolona; PROG: progesterona; CHONA:
progesterona; TES-Ac: acetato de testosterona; cdc: cholesterol degradation pathway; pdc:
progesterone degradation pathway; DH: deshidrogenasa; OR: oxidorreductasa; PH: proteina
hipotética; RT: regulador transcripcional; LLM: luciferasa-like monooxigenasa; BVMO: Baeyer-
Villiger monooxigenasa; CYP450scc: citocromo P450 side chain cleavage.

A pesar de no conocer la actividad del CYP2113 o de algln otro CYP450scc en
C. tardaugens, la ausencia de crecimiento del doble mutante ALLM-BVMO en colesterol
confirma la relacién entre el catabolismo del colesterol y la progesterona. Esta es la
primera vez que se describe in vivo este tipo de metabolismo en bacterias y confirma que
la 1,2-dehidroprogesterona es un intermediario de la ruta, que a continuacion se
degradaria por la ruta 9,10-seco (Fig. D2). A diferencia del mutante simple ACYP2113,
que no crece en colesterol, pero si en colestenona, el doble mutante ALLM-BVMO no es
capaz de crecer ni en colesterol ni en colestenona como Unica fuente de carbono y de
energia hasta que no se produce una adaptacién pasadas las 192 h de cultivo que le permite
crecer hasta alcanzar una DOeso=0,8 (datos no mostrados). Este comportamiento
adaptativo sucede tanto con colesterol como con colestenona. Estos resultados sugieren
que el metabolismo de la colestenona también estd ligado al catabolismo de la
progesterona y utiliza la misma ruta de degradacion.

Este tipo de adaptaciones para metabolizar un esteroide que a priori no puede ser
utilizado por la bacteria ya se ha observado en M. smegmatis por Fernandez-Cabezén et
al. (2018b). Esta bacteria no es capaz de crecer en presencia de ADD como Unica fuente
de carbono y de energia hasta su adaptacion pasadas 168 h, cuando la mutacion por
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pérdida de funcion del represor PadR (MSMEG_2868) permite la expresion constitutiva
del denominado cluster C-19+, que codifica genes catabdlicos para la degradacion de
esteroides C19. Esta nueva cepa mutante adaptada a ADD a su vez es capaz de adaptarse
y crecer en presencia de progesterona pasadas 168 h, mientras que la cepa WT no (datos
no mostrados), indicando que esta primera adaptacion genotipica permite a la cepa
metabolizar nuevos compuestos.

La explicacion de las observaciones anteriores surge de la comprobacién de que
la cepa ALLM-BVMO es capaz de crecer en progesterona pasadas 264 h (datos no
mostrados). Estos resultados respaldan la hipétesis de que después de un periodo de
adaptacion podria expresarse otra enzima que sustituye a las enzimas mutadas. Esta
hipotesis esta respaldada porque existe codificada en el genoma otra enzima BVMO
EGO55 06865 que presenta una similitud del 53% con la BVMO EGO55 13845 (ver
Capitulo 2), y podria ser la responsable de permitir que el doble mutante termine
creciendo en presencia de colesterol, colestenona o progesterona tras un periodo de
activacion de la expresion de esta enzima. EI gen EGO55_ 06865 presenta un FC de 2 en
presencia de colesterol, mientras que en presencia de progesterona muestra un bajo nivel
de expresion (FC=1 y TPMs=50 frente a FC=139 y TPMs=4330 de su homodlogo
EGO55_13845), lo que sugiere que la cepa primero debe adaptarse para producir niveles
suficientes de esta enzima y metabolizar los progestagenos. La presencia de actividad de
esta BVMO explicaria la acumulacién transitoria de 1,2-dehidroprogesterona observada
en la Figura R3.5 y, al mismo tiempo, justificaria que al cabo de 336 h la cepa doble
mutante ALLM-BVMO alcance una DOsoo similar a la cepa WT (Fig. R3.4), ya que los
metabolitos de la ruptura del colesterol se acabarian metabolizando.

La manera en la que esta adaptacion se produce no se conoce, pero es posible que
la adaptacion se explique por una desregulacion génica como la que se ha observado en
M. smegmatis para el AD (Fernandez-Cabezén et al., 2018b), ya sea porque se produce
una mutacién en un regulador que por activacion o desrrepresion aumenta la expresion
del gen EGO55_06865 0 porque se produce una mutacién en el mismo gen que aumenta
la actividad de la enzima, o porque fenotipicamente se activa algun sistema de regulacién
pleiotrépico que aumenta indirectamente la expresion del gen. Habria que realizar
estudios émicos para determinar cual de estas explicaciones es la verdadera.

La conexion entre el metabolismo del colesterol y el de la progesterona permite la
utilizacion de C. tardaugens ALLM-BVMO como factoria celular para abordar la
produccién de progestagenos. En los ensayos de resting cells con el doble mutante
ALLM-BVMO se llegd a alcanzar 0,31 mg/L de 1,2-dehidroprogesterona,
concentraciones similares a las observadas en E. coli expresando el sistema CH/L de
mamiferos (Efimova et al., 2019; Makeeva et al., 2013), pero mucho menores que
cualquier otra cepa descrita en este trabajo o en bibliografia (Duport et al., 1998; Gerber
et al., 2015; Liu et al., 2022; Zhang et al., 2019). Un deficiente transporte del colesterol
al interior celular puede ser una de las razones de un rendimiento tan bajo y explicaria
ademas que tras 30 h de biotransformacion todavia queden sin utilizar 232 mg/L de este
sustrato en el medio, lo que contrasta con los 16 mg/L de colesterol restantes en la cepa
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de M. smegmatis ACyp12543-414242-A112544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR). En M.
smegmatis se encuentra el operon mce4 encargado de importar colesterol mediante
transportadores ABC y otras proteinas asociadas, sin embargo, este sistema no se
encuentra en C. tardaugens (Garcia-Ferndndez et al., 2017b). La capa de
lipopolisacaridos presente en la membrana externa de las bacterias Gram negativas y la
ausencia de ATP en el espacio periplasmico constituye un obstaculo a la hora de
transportar compuestos apolares al interior celular (Maher y Hassan, 2023; Plésiat y
Nikaido, 1992). Se ha propuesto que S. denitrificans utiliza transportadores de la familia
de FadL para superar este problema y, ademas, se ha comprobado que esta cepa mejora
el importe de colesterol en presencia de CDX como molécula transportadora (Lin et al.,
2015). Sin embargo, al no existir homélogos del sistema tipo FadL en C. tardaugens,
Ibero (2022) propone una serie de proteinas de membrana de la familia YeeE/YedE que
podrian estar implicadas en este proceso. En la region EGO55 13865-EG0O55_ 13930 se
encuentra un receptor TonB con un FC de 14. Estos receptores parecen ser capaces de
transportar moléculas apolares y por tanto no se podria descartar la implicacion de este
gen en el transporte (Ibero, 2022; Lin et al., 2015). Sin embargo, todavia se desconoce el
mecanismo exacto de transporte de colesterol al interior celular en C. tardaugens e
incluso se ha observado que esta bacteria no es capaz de crecer si el esterol se proporciona
sin disolver o si esta disuelto en detergentes como el tyloxapol, indicando que las CDX
juegan un papel importante para el transporte de este esterol, igual que en S. denitrificans.

En cuanto a la produccion de progesterona, la productividad de la cepa de C.
tardaugens ALLM-BVMO es menor que la de la cepa de M. smegmatis ACypI12543-
A14242-112544 (p65_Phsp60_CYP_Fdx_ArR) a las 7 h (0,044 mg/L h! frente a 0,13
mg/L h), y llega a ser un orden de magnitud menor a las 24 h (0,01 mg/L h* frente a
0,19 mg/L hY). En C. tardaugens destaca la ausencia de progesterona en el medio, siendo
la 1,2-dehidroprogesterona el Gnico compuesto detectado. El gen kstD cuyo producto es
el encargado de deshidrogenar el AD y otros esteroides en M. smegmatis se encuentra
reprimido en el reguldn kstR, aunque hay otras 5 KstD anotadas en su genoma (Galan et
al., 2017). Es de esperar por tanto que no se observe actividad KstD deshidrogenasa hasta
la induccion del reguldn, mientras que una expresion constitutiva de este gen en C.
tardaugens explicaria la acumulacion de 1,2-dehidroprogesterona. En funcion del
producto final requerido se podria por tanto eliminar la actividad KstD en C. tardaugens
para obtener solo progesterona o expresar la enzima KstD constitutivamente en M.
smegmatis para conseguir mas 1,2-dehidroprogesterona.

El doble mutante ALLM-BVMO tiene potencial para poder ser utilizado como
productor de progestagenos, pero presenta varias desventajas respecto a otras bacterias
utilizadas a nivel industrial como las cepas de Mycolicibacterium. Centrandose en
condiciones mas industriales, la CDX no se usa como solvente para los esteroles debido
a su alto coste, y se prefiere utilizar aceites en los que se disuelve los fitoesteroles, la
materia prima mas utilizada en las biotransformaciones. C. tardaugens no es capaz de
utilizar los fitoesteroles como fuente de carbono y de energia y, dado que en los ensayos
in vivo e in vitro con los CYP450scc bacterianos se ha detectado actividad con
fitoesteroles como B-sitosterol, estigmasterol o campesterol, se puede pensar que el

142



Discusion

problema radica, una vez mas, en su transporte. Esto dificulta el uso de sustratos
alternativos mas baratos para la industria. La fuente de energia utilizada en el proceso
también influye en el rendimiento final ya que el sistema CH/L requiere 3 ciclos de
reduccion para cortar la cadena lateral del colesterol. Igual que en los ensayos con la cepa
de M. smegmatis se ha demostrado que la suplementacion con glicerol proporciona
mejores resultados en la produccién de progesterona, seria necesario realizar un cribado
con C. tardaugens para estudiar la fuente de energia Optima para estos procesos. Esta
bacteria no es capaz de metabolizar la glucosa ni el glicerol, por lo que se decidié emplear
un medio rico como el NB para los ensayos en resting cells. Sin embargo, este medio esta
compuesto principalmente por aminoécidos y no parecen ser el sustrato idoneo para
producir 1,2-dehidroprogesterona. C. tardaugens muestra un crecimiento 6ptimo en
presencia de estrogenos y androgenos comparado con otras fuentes de carbono maés
comunes como el piruvato. EI metabolismo de estos compuestos genera varias moléculas
de acetil-, propionil- y succinil-CoA que proporcionan una gran cantidad de poder
reductor a la célula (Ibero et al., 2020, 2019). Por Gltimo, como se observa en la Figura
R3.6, la cepa ALLM-BVMO sigue siendo capaz de metabolizar parte del producto
acumulado, ya sea por redundancia enzimatica posiblemente debida a la BVMO
EGO55 06865 o por otras modificaciones que sufra la 1,2-dehidroprogesterona, lo que
disminuye el rendimiento del proceso a menos que se eliminen también estas actividades.

En resumen, los resultados obtenidos han confirmado que el colesterol se degrada
en C. tardaugens por una ruta alternativa no descrita hasta la fecha en bacterias en la que
la progesterona/pregnenolona juegan el papel de intermediarios. Este metabolismo es
completamente distinto a la conocida ruta de degradacién del colesterol en actinobacterias
y presumiblemente comienza con la accion de un CYP450scc. El papel de CYP2113 en
este metabolismo todavia no esta completamente claro, requiriendo més esfuerzos para
conocer cual es la reaccion que cataliza. Finalmente, la cepa ALLM-BVMO es capaz de
acumular 1,2-dehidroprogesterona a partir de colesterol, pero requiere de muchas mejoras
para poder ser aplicada como factoria celular en la produccion de este esteroide a nivel
industrial.
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Conclusiones

El trabajo presentado en esta Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes conclusiones
principales:

1.

Los genes MSMEG_6561 y MSMEG_6563 que se encuentran en el cluster géenico
4-HBC codifican la aldolasa msSal y la reductasa msRed, respectivamente,
involucradas en el metabolismo del 4-HBC.

La eliminacion de la aldolasa msSal permite producir AD en M. smegmatis a partir
de esteroles con un alto rendimiento y sin contaminacion de 4-HBC.

La sobreexpresion de los genes MSMEG_6561 y MSMEG_6563 incrementa la
produccion de 4-HBC en M. smegmatis a partir de esteroles.

Se ha completado la coleccion del Golden Standard con el ori RSF1010, lo que
permite la aplicacion de esta herramienta genética en micobacterias y la
ampliacion de la libreria de promotores, RBS, terminadores y sistemas inducibles.
La expresion heterologa del CYP450scc, la Fdx y la FAXR de N. aromaticivorans
en M. smegmatis permite la produccién de progesterona a partir de esteroles en
una Unica fermentacion.

Se ha demostrado que los genes EGO55 13845 y EGO55 13860 de C.
tardaugens contenidos en el cluster génico pdc y que codifican las
monooxigenasas BVMO y LLM, respectivamente, son responsables de
transformar la progesterona en acetato de testosterona que, posteriormente, se
degrada a través del catabolismo de la testosterona.

Se ha comprobado que la ruta de degradacion del colesterol en C. tardaugens se
conecta con el catabolismo de la progesterona, siendo la 1,2-dehidroprogesterona
un intermediario catabolico.

El doble mutante ALLM-BVMO de C. tardaugens no puede metabolizar el
colesterol y acumula 1,2-dehidroprogesterona a partir de colesterol, por lo que
tiene un gran potencial para utilizarse como factoria celular en la produccion de
progestagenos a partir de esteroles.
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Abstract

Mycobacterial mutants blocked in ring degradation constructed to achieve
C19 synthons production, also accumulate by-products such as C22 inter-
mediates throughout an alternative pathway reducing the production yields
and complicating the downstream purification processing of final products. In
this work, we have identified the MSMEG 6561 gene, encoding an aldolase
responsible for the transformation of 22-hydroxy-3-oxo-cholest-4-ene-24-c
arboxyl-CoA (22-OH-BCN-CoA) into the 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-en
e-3-one (4-HBC) precursor (20S)-3-oxopregn-4-ene-20-carboxaldehyde (3-
OPA). The deletion of this gene increases the production yield of the C-19
steroidal synthon 4-androstene-3,17-dione (AD) from natural sterols, avoiding
the production of 4-HBC as by-product and the drawbacks in the AD purifica-
tion. The molar yield of AD production using the MS6039-5941-6561 triple
mutant strain was checked in flasks and bioreactor improving very signifi-

INTRODUCTION

One of the most attractive and efficient strategies for
producing steroid precursors useful for the synthe-
sis of steroid pharmaceutical drugs is to utilize my-
cobacterial strains to transform naturals sterols into
useful intermediates or synthons as building blocks
(Donova, 2021; Fernandez-Cabezén et al., 2018;
Nunes et al.,, 2022). Currently, three main C19 syn-
thons are produced at industrial scale by different my-
cobacterial strains, i.e., 4-androstene-3,17-dione (AD),
1,4-androstadiene-3,17-dione (ADD) and 9a-hydroxy-
4-androstenedione (90H-AD) using phytosterols
as natural precursors. C19 synthons are used in the
chemical synthesis of sex hormones such as testoster-
one, estrone, oestradiol and mineralocorticoids (Feng
et al.,, 2022; Zhao et al., 2021). Apart from traditional

cantly compared with the previously described MS6039-5941 strain.

mutation approaches, metabolic engineering tech-
niques have been developed recently to manipulate
the metabolism of sterols in these bacteria in order to
accumulate the intermediate synthons at high yields in
the culture medium (Fernandez-Cabezon et al., 2018;
Wang et al., 2022).

The aerobic sterol degradation pathway of mycobac-
terial strains has been studied extensively and most of
the important key intermediates have been identified.
It begins with the transport of sterols to the cellular
interior mediated by the system, encoded by the mce
operon (Pandey & Sassetti, 2008). Sterol degradation
involves two main processes: the removal of the side
chain and the cleavage of steroid rings. After the sterols
have entered into the cell, two sequential reactions take
place: the oxidation of cholesterol to 5-cholesten-3-one
and its isomerization to 4-cholesten-3-one catalysed
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by a 3p-hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase
(3p-HSD) that uses NAD or NADP as cofactors (Uhia
et al., 2011). The aliphatic chain of sterols is degraded
simultaneously, following a mechanism similar to f-
oxidation of fatty acids, by three p-cyclic oxidations
mediated by cytochromes P450 CYP125 and CYP142
(Capyk et al., 2009; Ouellet et al., 2010). Each cycle
comprises enzymes such as ligases, dehydrogenases,
hydratases and one aldolase complex responsible of
the AD formation and the release of two propionyl-
CoA and one acetyl-CoA molecules (Figure 1) (Garcia
et al., 2012). Considering this information, it has been
demonstrated that the knockout of the kstD, kshA and
kshB genes in different combinations allows the pro-
duction of AD, ADD and 90OH-AD (Fernandez-Cabezdén
et al., 2018; Wang et al., 2022).

Although well studied, there are still unknown as-
pects of Mycolicibacterium metabolism and in par-
ticular of M.smegmatis that need to be elucidated in
order to achieve efficient industrial production of some
intermediaries. For instance, the knockout of the kstD
(MSMEG_5941) and kshB (MSMEG_6039) yielded an
AD producer strain but it accumulates a certain amount
of the by-product 4-HBC, which reduces the yield and

hinders the purification of the final product (Galan
et al.,, 2017).

Considering that M.smegmatis does not have an
active mnOpccR reductase pathway that could ex-
plain the production of 4-HBC (Peng et al., 2021) (see
below) (Figure 1), we propose that most probably this
compound is produced in M.smegmatis by the aldo-
lytic reaction to transform of 22-hydroxy-3-oxo-chol
est-4-ene-24-carboxyl-CoA (22-OH-BCN-CoA) into
(20S)-3-oxopregn-4-ene-20-carboxaldehyde (3-OPA)
that is the proposed precursor of 4-HBC (Figure 1).
However, the enzymes involved in this transformation
in M. smegmatis remained unknown. Retroaldol elimi-
nation of acetyl-CoA has been described in the degra-
dation of the cholic acid side/chain in Pseudomonas sp.
Chol1, renamed as Stutzerimonas degradans (Gomila
et al.,, 2022; Holert et al., 2013). Both compounds,
22-OH-BCN-CoA, precursor of 4-HBC, and cholic
acid are structurally similar and this reaction is cata-
lysed by Sal (steroid aldolase), a retro-aldolase (Holert
et al,, 2013).

In this work, we have identified the MSMEG_6561
gene encoding an aldolase enzyme responsible for
the transformation of 22-OH-BCN-CoA into 3-OPA
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in M.smegmatis. We have demonstrated that a triple
MS6039-5941-6561 mutant of M. smegmatis is unable
to produce 4-HBC and therefore, it produces AD from
natural sterols with a significant higher yield than the
previous AD producer mutant.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Chemicals

4-Androstene-3,17-dione was purchased from
TCI America. Chloroform and glycerol were pur-
chased from Merck. Cholesterol, cholestenone,
N,O-bis(trimethylsilyl)  trifluoroacetamide (BSTFA),
gentamicin, pyridine, Tween 80 and tyloxapol were from
Sigma. Oligonucleotides were from Sigma-Genosys.
Phytosterols were provided by Gadea Biopharma con-
taining a mixture of different sterols (w/w percentage):
brassicasterol (2.16%), stigmasterol (8.7%), campes-
terol (36.8%) and p-sitosterol (54.4%).

Bacterial strains and culture conditions

The strains as well as the plasmids and primers used in
this work are listed in Table 1. Preinocula of M. smeg-
matis mc? 155 and its derivative strains were grown in
LB medium with 0.05% Tween 80 (Sigma) at 37°C with
orbital shaking at 200rpm. LB agar plates and 7H10
agar (Difco) with sucrose 10% (w/v) were used for solid
media. Escherichia coli strains were grown in LB me-
dium at 37°C with orbital shaking at 200rpm and in LB
agar plates for solid media.

For the biotransformation assays in 100 mL flasks,
Middlebrook 7H9 broth medium (Difco) supplemented
with 9mM glycerol (Sigma) as carbon and energy
source and 0.4 g/L cholesterol (Sigma) as raw ma-
terial were used. Due to the high hydrophobicity of
cholesterol, the 5mM stock was prepared in tyloxa-
pol 10% (v/v) (Sigma), sonicated for 30 min and auto-
claved twice until its total dissolution. Tyloxapol final
concentration in the biotransformation medium was
2%.

The preinoculum was first grown over-weekend on
LB with Tween 80 as described before. Then, it was
washed twice with saline solution 0.85% with 0.05%
Tween 80 and the biotransformation assays were in-
oculated at ODg,,=0.05 in 25mL of biotransformation
media. Strains were grown at 200 rpm and 37°C for 96 h
and 500pL samples of the culture were taken every
24 h and kept at —20°C until their analysis by GC/MS.

Bioreactor experiments were performed using the
culture media previously described (Kutney et al., 2003)
containing: corn steep liquor (20g/L), sodium nitrate
(5.4 g/L), ammonium chloride (0.28 g/L) and monobasic
sodium phosphate (0.28g/L). 10g of phytosterols were

dissolved in 160 mL of sunflower oil and mixed with the
aqueous phase (740mL). The inoculum volume was
10%. This experiment was carried out in a commer-
cial stirred tank bioreactor (STBR) of 2L total volume
(Sartorius AG) and a working volume of 1L was used.
The process was carried out at 37°C, pH was adjusted
at the start of the reaction to 7.4 and was not controlled
during the process, 600rpm of stirrer speed and an air
flow rate of 1 vvm were used. Dissolved oxygen was
maintained above 20% throughout the process. When
needed, final concentrations of 5ug/mL of gentamicin
and 20ug/mL of kanamycin were added to the growth
media for M. smegmatis strains, while 10ug/mL of gen-
tamicin and 50ug/ul. of kanamycin were used for the
E. coli strains.

Gene deletion

The knock-out strain of M.smegmatis named
MS6039-5941-6561 was constructed by homologous
recombination using the pJQ200x plasmid, a de-
rivative of the suicide pJQ200 vector that does not
replicate in Mycobacterium (Jackson et al., 2001).
The strategy consists in generating two fragments
of ~600bp, the first one containing the upstream re-
gion and few nucleotides of the 5-end of the gene
and the second one containing the downstream re-
gion and few nucleotides of its 3’-end of the gene,
that are amplified by PCR using the oligonucleotides
described in Table 1 and M. smegmatis genomic DNA
as template. M. smegmatis genomic DNA extraction
was performed as described (Uhia et al., 2011). The
two fragments generated were digested with the cor-
responding enzymes and cloned into the plasmid
pJQ200x using E. coli DH10B competent cells as de-
scribed (Uhia et al., 2011). Plasmid DNA from E. coli
DH10B recombinant strain was extracted using the
High Pure Plasmid Purification Kit (Roche), according
to the manufacturer's instructions. This procedure was
performed for gene MSMEG_6561 generating the
pJQ6561 plasmid. Plasmid pJQ6561 was electropo-
rated into competent M. smegmatis MS6039-5941 to
obtain the strain MS6039-5941-6561. Single cross-
overs were selected on 7H10 agar plates contain-
ing gentamicin and the presence of the xylE gene
encoded in pJQ200x was confirmed by spreading
catechol over the single colonies of electroporated
M. smegmatis. The appearance of a yellow coloration
indicates the presence of the xy/lE gene. Colonies
were also contra-selected in 10% sucrose. A single
colony was grown in 10mL of LB medium with 5pg/
mL gentamicin up to an optical density of 0.8—-0.9
and 20puL of a 1:100 dilution was plated onto 7H10
agar plates with 10% sucrose to select for double
cross-overs. Potential double cross-overs (sucrose-
resistant colonies) were screened for gentamicin
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sensitivity and the absence of the xylE gene. The
mutant strain MS6039-5941-6561 was analysed by
PCR and DNA sequencing to confirm the deletions of
MSMEG_6561 gene.

Construction of pMV6567 plasmid

MSMEG_6561 gene from M.smegmatis mc® 155
genomic DNA was chemically synthesized by
GeneScript. The synthetic gene was digested with
BamH| and Hindlll and cloned into pMV261, a shut-
tle plasmid that replicates in E.coli and M. smegmatis
generating the plasmid pMV65617 that was transformed
into E. coli DH10B to generate the recombinant strain
E.coli DH10B (pMV6561). Once the sequence of the
pMV6561 was checked it was used to transform electro-
competent cells of M. smegmatis MS6039-5941-6561
generating the M.smegmatis MS6039-5941-6561
(PMV6561) recombinant strain.

GC/MS analyses

To perform GC/MS analysis, culture aliquots (0.2mL)
were extracted twice at various extents of incuba-
tion with an equal volume of chloroform. Previously
to its extraction, 10pL of a solution of 10mM cho-
lesterol (when phytosterols were used as substrate)
or 10 mM cholestenone (when cholesterol was used
as substrate) dissolved in chloroform were added to
the aliquots as internal standards. The chloroform
fraction was concentrated by evaporation and the
trimethylsilyl ether derivatives were formed by reac-
tion with 50puL of TMT-BSTFA and 50 pL of pyridine
and heating at 80°C for 20min. Calibration stand-
ards were derivatized in the same way. The GC/MS
analysis was carried out using an Agilent 7890A gas
chromatograph coupled to an Agilent 5975C mass
detector (Agilent Technologies). Mass spectra were
recorded in electron impact (El) mode at 70eV within
the m/z range 50-550. The chromatograph was
equipped with a 30mx0.25mm i.d. capillary column
(0.25pum film thickness) HP-5MS (5% diphenyl 95%
dimethylpolysiloxane from Agilent Technologies).
Working conditions in the sample were as follows:
split ratio (20:1), injector temperature, 320°C; column
temperature 240°C for 3min, then heated to 320°C
at 5°C/min. For quantification of the peak area, the
quantitative masses were 329+458 m/z for choles-
terol; 343+384 m/z for cholestenone; 382+472mjz
for campesterol; 394+484m/z for stigmasterol;
357+486m/z for p-sitosterol; 244 +286 m/z for AD
and 73 +270m/z for 4-HBC in selected ions of moni-
toring. The mass spectra and retention data were
used to assess the identity of compounds by compar-
ing them with those of standards in the NIST Mass

Spectral Database and commercial standards (NIST
2011).

Calculations

The molar yield (MY) of the products were determined
according to the following equation (Equation 1):

[AD](mM)

MY (%) = .
(%) [Sc|(mM)

™

In the equation, the term “AD” refers to
4-androstene-3,17-dione and “Sc” refers to consumed
sterols.

The productivity (P) of 4-androstene-3,17-dione (AD)
was determined according to the following equation
(Equation 2):

g \_ [AD]g/L)
P(H)‘ t (h) @)

In the equation, the term “t” refers to time (h).

RESULTS AND DISCUSSION

Identification of the aldolase-encoding
gene in the genome of M. smegmatis

Mutants constructed to obtain C19 synthons accu-
mulate C22 intermediate by-products, reducing yield
and making purification of the final product difficult
(Galan et al., 2017). In the same way, mutants with the
blocked side chain degradation pathway constructed to
produce C22 steroids show accumulation of C19 res-
idues (Galan et al., 2017; Xu et al., 2016). Thus, look-
ing to the side-chain sterol degradation pathway we
can find a conventional route by which AD and other
C19 steroids are generated as degradation intermedi-
ates, and an alternative route that gives rise to 4-HBC
and other C22 steroids as final degradation products
(Song et al., 2023). The central node of both path-
ways is 22-OH-BCN-CoA, which leads to AD or to 4-
HBC through two possible pathways, one proposed in
Mycolicibacterium neoaurum (Peng et al., 2021) and an
unknown aldolytic reaction (Figure 1).

The pathway described in M. neoaurum starts from
3-o0xo-4-pregnen-20-carboxyl-CoA (22-OPC-CoA)
that is generated from 22-OH-BCN-CoA by the con-
secutive action of two enzymes, i.e., Hsd4A (a dual-
function enzyme, with both 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase and p-hydroxyacyl-CoA dehydroge-
nase activities) (Xu et al., 2016) and FadA5 thiolase
(Nesbitt et al., 2010) (Figure 1). Next the transforma-
tion of 22-OPC-CoA into 4-HBC is made by means of
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a dual function reductase named mnOpccR. mnOpccR
acts catalysing both a 4e- reduction reaction and a 2e-
reduction reaction for the formation of 4-HBC. For the
4e- reduction, a first 2e- reduction takes place at the
C-terminus of the enzyme, to convert the 3-OPC-CoA
to 3-oxo-4-pregnen-20-carboxyl aldehyde (3-OPA) fol-
lowed by a second 2e- reduction, at the N-terminus, of
the aldehyde group to alcohol to form 4-HBC. In the 2e-
reduction reaction, the only substrate is 3-OPA, which
is reduced at the N-terminus of mnOpccR. It has been
shown that inactivation or overexpression of mnOpccR
in M. neoaurum can achieve exclusive production of AD
or 4-HBC (Peng et al., 2021).

In M. smegmatis, a gene homologous to mnopccR
was found with 78% identity, i.e., MSMEG_1623 (acces-
sion number: AlU06854). However, Peng et al. (2021)
have demonstrated that the C-terminal end of the
MSMEG _1623 protein is not active. Therefore, the only
way to obtain 4-HBC in M. smegmatis would be through
the degradation of the 22-OH-BCN-CoA through an al-
ternative route. This conversion could occur via a ret-
roaldol elimination, or aldolytic cleavage, that would
produce 3-OPA (Figure 1), followed by a reduction by
the N-terminal domain of msOpccR reductase to gen-
erate 4-HBC (Peng et al., 2021) or by another reduc-
tase activity.

The retroaldol elimination of acetyl-CoA has been
described in the degradation of the cholic acid side
chain in S.degradans (Holert et al., 2013). Both com-
pounds, 22-OH-BCN-CoA, precursor of 4-HBC, and
cholic acid are structurally similar. This reaction is cat-
alysed by the enzyme called Sal (steroid aldolase), en-
coded by the sal gene (Holert et al., 2013). Chemically,
the aldolytic reaction of 22-OH-BCN-CoA (24C) to
3-OPA (22C aldehyde) could be performed by a sal-
encoded aldol-lyase similar to that of the degradation
of cholate side chain in S. degradans.

To identify the gene responsible for encoding this
activity in M.smegmatis, we searched using Blastp
those sequences similar to the Sal enzyme within its
genome. Thus, the MSMEG_6561 gene was identified,
whose amino acid sequence shares a 57% similarity
with the Sal enzyme (OOE10244.1) of S.degradans.
Other Mycolicibacterium such as M.neoaurum or
M. fortuitum that has been used for the production of
steroid synthons also encodes a homologous Sal en-
zyme (Table 2). Moreover, Mycobacterium tuberculosis
has also a homologous protein (Table 2).

Remarkably, the MSMEG_6561 gene is expressed
constitutively in M. smegmatis (Uhia et al., 2012). The
transcriptomic analysis carried out in the presence or
absence of cholesterol indicates that MSMEG_ 6561 is
not induced in the presence of cholesterol suggesting
that it could play other role in the metabolism of some
related compounds.

MSMEG_6561 gene is part of a putative op-
eron containing MSMEG_6560, encoding a putative

enoyl-CoA-hydratase, MSMEG_6562, encoding a pu-
tative acyl-CoA dehydrogenase, and MSMEG_ 6563
coding a putative oxidoreductase having Rossmann-
fold NAD(P)-binding domain-containing protein ac-
cording to the Conserved Domain DB at NCBI. The
resemblance of this operon to that of the S.degra-
dans strain, where the aldolase Sal and hydratase Shy
coding genes are located contiguous in the genome
(Holert et al., 2013), suggests that it could very likely to
be involved in the formation of 3-OPA and subsequent
reduction to 4-HBC in the MS6039-5941 mutant strain.
Elucidation of the specific role of this operon in the me-
tabolism of M.smegmatis requires further studies but
most probably could be involved in the degradation
of some related compounds such as bile acids and/or
fatty acids.

Construction of the triple MS6039-
5941-6561 mutant

To study the possible aldolase activity of the
MSMEG_ 6561 gene, we have mutated the strain
M. smegmatis MS6039-5941 (AkshB1, AkstD1) which
is the AD producer that accumulates 4-HBC as a by-
product (Galan et al., 2017) by double homologous
recombination yielding the triple mutant M. smegmatis
MS6039-5941-6561 (AkshB1, AkstD1, Asal). The mu-
tation of the MSMEG_6561 gene was confirmed by
PCR and DNA sequencing by Sanger.

The MS6039-5941-6561 mutant is able to grow in
minimal medium using glycerol or glucose as carbon
and energy sources as efficiently as the MS6039-5941
mutant, indicating that the mutation of MSMEG_6561
gene does not affect the growth in these substrates
(data not shown). In addition, the morphology of the
mutant cells and the plate colonies does not appear to
be affected.

Production of AD in the M. smegmatis
MS6039-5941-6561 strain

The mutant strains MS6039-5941 and MS6039-
5941-6561 were grown in minimal medium with glyc-
erol as energy and carbon sources and in the presence
of 0.4g/L cholesterol to address the production of
steroid intermediates in flasks. Figure S1 shows that
the triple mutation has not impaired strain growth in
the biotransformation medium compared with the
MS6039-5941 strain. Steroids were extracted from
aliquots of the culture medium every 24 h for 96h and
were separated and identified by GC/MS, as detailed
in Materials and Methods. As previously mentioned,
the degradation of the sterol side chain can follow two
possible routes in M. smegmatis: the conventional one
by which AD and other C-19 steroids are generated
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as degradation intermediates and an alternative route
that gives rise to the 4-HBC and other C-22 steroids as
degradation end products (Figure 1). Figure 2 shows
the chromatograms and mass spectra obtained from
the samples of MS6039-5941 and MS6039-5941-6561
strain, respectively, taken at 96 h. While in the case of
MS6039-5941 strain, three major peaks are observed:
(1 and 2) corresponding to the accumulated products:
AD and 4-HBC, respectively, and (4) corresponding to
4-cholesten-3-one (internal standard, hereinafter cho-
lestenone). There is not 4-HBC detected when the triple
mutant strain was used. Other minor peaks that have
been identified as non-steroidal trimethylsilyl residues
of the reagents used in the derivatization of the sam-
ples are observed. MS6039-5941-6561 strain reached
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up to 240mg/L of AD after 96h, while MS6039-5941
only produced up to 150mg/L (Figure 3A). Molar yields
of the biotransformation process after 96h reached
59% and 81% for the MS6039-5941 and MS6039-
5941-6561 strains, respectively (Figure 3B).

To further confirm that MSMEG 6561 is the cod-
ing gene responsible of the accumulation of 4-HBC
during the cholesterol biotransformation, the MS6039-
5941-6561 strain was transformed with plasmid
pMV6561 carrying the MSMEG 6561 gene under
the control of PhspGO promoter yielding the MS6039-
5941-6561 (pMV6561) strain (Table 1). The resulting
strain was checked in a biotransformation assay in
the presence of 0.4 g/L of cholesterol. First, the ability
to grow in the biotransformation medium at the same
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after 96 h in a medium containing 9mM glycerol and cholesterol at 0.4 g/L. (1) 4-Androstene-3,17-dione (AD), (2) 4-HBC, (3) cholesterol and
(4) cholestenone (internal standard). (C) Mass spectra and fragmentation pattern of AD and (D) 4-HBC.
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TABLE 1 Strains, plasmids and primers.
Genotype and/or description Reference
Strain
Escherichia coli DH10B F-, mcrA, A (mrrhsdRMS-mcrBC), ®80dlacZDM15, AlacX74, deoR, Invitrogen

recA1, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, ", rpsL, endA1, nupG

Mycolicibacterium smegmatis mc?155
MS6039-5941

ept-1, mc26 mutant efficient for electroporation
M. smegmatis mc*155 AMSMEG_6039 (AkshB1) and

Snapper et al. (1990)
Galan et al. (2017)

AMSMEG_5941 (AkstD1)

MS6039-5941-6561

M. smegmatis mc?155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941

This work

(AkstD1) and AMSMEG_6561 (Asal)

MS6039-5941-6561 (pMV6561)

M. smegmatis mc?155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941

This work

(AkstD1) and AMSMEG_6561 (Asal) with pMV6561

MS6039-5941-6561 (pMV261)

M. smegmatis mc?155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941

This work

(AkstD1) and AMSMEG_6561 (Asal) with pMV261

Plasmids
pJQ200x Suicide vector used to perform directed mutagenesis in Jackson et al. (2001)
Mycobacterium, P15A ori, sacB, Gm', xylE
pJQ6561 pJQ200x containing one fragment upstream and another downstream  This work
of MSMEG_6561 between Xbal-Sacl
pMV261 Mycobacterium/E. coli shuttle vector with the kanamycin resistance Stover et al. (1991)
aph and the promoter from the hsp60 gene from M. tuberculosis
pMV6561 pMV261 harbouring the MSMEG_6561 synthetic gene encoding Sal This work
from M. smegmatis mc2 155 between BamHI-Hindlll
Primers
MSMEG_6561_UP_F CGGGGAGCTCGTCGGGACGGTCGCAGAACACG Amplification
MSMEG_6561_UP_R CCCTGGATCCCACGACCTGACCTGACCTTCCGCGGC of fragment
upstream
MSMEG_6561
(Sacl-BamHlI)
MSMEG_6561_DOWN_F ACTTGGATCCATTTGCCCGCACGCCGAGGT Amplification
MSMEG_6561_DOWN_R GGCTTCTAGAACATCGACCGCATGGGTGCCCT of fragment
downstream
MSMEG_6561
(BamHI-Xbal)
TABLE 2 Proteins homologous to MSMEG_6561.
Accession N° Product Identity (%) Coverage (%) E-value Strain
ADM35101.1 Steroid ketothiolase 571 98 e-160 Stutzerimonas
degradans
WP_171511544 1 Thiolase family protein 89.9 100 0 Mycolicibacterium
fortuitum
WP_023985643.1 Thiolase family protein 71.0 98 0 Mycolicibacterium
neoaurum
TXA424951 Thiolase family protein 95.0 98 0 Mycobacterium
tuberculosis

rate than the parental strain was confirmed (Figure S1).
The GC-MS analysis of the supernatant shows that
the complementation with MSMEG_6561 gene allows
the formation of the by-product 4-HBC (Figure S2).
MS6039-5941-6561 (pMV6561) strain showed the
same levels of AD production as MS6039-5941 (around
150mg/L) and the molar yield after 96 h reached 60%
(Figure 3).

To determine the behaviour of the new strain
using phytosterols as a substrate, a biotransforma-
tion assay was carried out in a STBR. The MS6039-
5941-6561 mutant was grown for 96 h and samples
were taken every 24 h. Figure 4A shows the phytos-
terol consumption and the AD production over time
by this strain. Remarkably, the new strain was able
to produce up to 7g/L of AD. In these conditions, a
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(A) 4-Androstene-3,17-dione (AD) production and phytosterols consumption over time of the MS6039-5941-6561 strain

cultured in a bioreactor containing phytosterols at 10g/L. (B) Molar yield of AD production of the MS6039-5941-6561 strain.

productivity of 0.17 g/L/h of AD is reached at 24 h and
a productivity of 0.12g/L/h at 48 h, indicating that the
maximum production of AD occurs in the first 24 h.
Moreover, molar yield of this biotransformation after
72h reached 98% (Figure 4B). After 96 h we have not
detected the presence of 4-HBC and only traces of
non-consumed stigmasterol can be detected by GC—
MS (Figure S3). The aliphatic side-chain of stigmas-
terol contains a double bond that might explain why
this compound is metabolized less efficiently than
cholesterol, campesterol or p-sitosterol. In this sense,
B-oxidation of side-chain of cholesterol or phytos-
terols is not identical (Fujimoto et al., 1982; Wilbrink
et al., 2012). Some biochemical steps are described
to be specific for phytosterols side-chain degradation
that in turn are not essential for cholesterol, like the
CoA activation by FadD19 and the retro-aldol elimina-
tion of propionyl CoA by Ltp3 and/or Ltp4 aldol lyases
occurring in the first p-oxidation cycle (Wilbrink
et al., 2012; Wronska et al., 2016). However, further
CoA activation steps are followed by two rounds of
-oxidation and formation of a C19 steroid via aldolytic
cleavage are identical to cholesterol side-chain deg-
radation. Thus, it is becoming clear that phytosterols
are substrates that require a more specific arsenal
of enzymes than cholesterol for the degradation of
the branched side-chain. Therefore, deepening the
knowledge of the enzymes involved in this process
will allow us to build more efficient production strains.

CONCLUSION

The results presented in this work demonstrate that the
MSMEG_6561 gene encoding a putative aldolase is
involved in the production of 4-HBC in the metabolism

of sterols in M. smegmatis. This gene is homologous
to the sall gene of some bacteria able to degrade bile
salts. In M. smegmatis the gene appears to form part of
an operon involved in a B-oxidation process that is not
necessary for cholesterol degradation.

Since 4-HBC cannot be used by M. smegmatis as a
carbon and energy source, the presence of this end-
product can only be explained because the blockage
of the pathway generates an accumulation of CoA-
intermediaries that are not efficiently processed by the
sterol side-chain p-oxidation enzymes. When M. smeg-
matis is cultured on high concentrations of sterols, the
accumulation of CoA-derivatives can be toxic for the
cells since it reduces the availability of CoA for other
processes hindering the bacterial growth. In these
cases, thiolases or aldolases having a broad range
substrate specificity can help to release CoA from the
overproduced CoA-derivatives (Haapalainen et al.,
2006). The release of CoA is concomitant to the pro-
duction of acetyl-CoA that can be readily metabolized.

Itis worth to notice that, in contrast to the metabolism
of bile-salts, where the resulting aldehyde is oxidized to
a carboxyl group by the aldehyde dehydrogenase Sad
(Holert et al., 2013), in M. smegmatis the aldehyde is
reduced to an hydroxylic group.

Although we cannot completely discard that other
genes could play a similar role to that of MSMEG_ 6561,
at least this gene appears to be the main responsible
for the production of 4-HBC in M.smegmatis under
the tested conditions and in the absence of an active
msOpccR reductase (Figure 1). Interestingly, sal gene
does not appear to play the same critical role in M. neo-
aurum since the deletion of msopccR was enough to
prevent the production of 4-HBC (Peng et al., 2021),
therefore the role of the homologous sal genes in other
Mycolicibacterium should be further investigated.
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Abstract

The 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one (4-HBC) is a C22 steroid syn-
thon of pharmaceutical interest that can be produced as a lateral end-product
of the catabolism of natural sterols (e.g., cholesterol or phytosterols). This work
studies the role of an aldehyde dehydrogenase coded by the MSMEG 6563
gene of Mycolicibacterium smegmatis, named msRed, in 4-HBC production.
This gene is located contiguously to the MSMEG 6561 encoding the aldolase
msSal which catalyses the retroaldol elimination of acetyl-CoA of the metabo-
lite intermediate 22-hydroxy-3-oxo-cholest-4-ene-24-carboxyl-CoA to deliver
3-ox0-4-pregnene-20-carboxyl aldehyde (3-OPA). We have demonstrated that
msRed reduces 3-OPA to 4-HBC. Moreover, the role of msOpccR reductase en-
coded by MSMEG_ 1623 was also explored confirming that it also performs the
reduction of 3-OPA into 4-HBC, but less efficiently than msRed. To obtain a M.
smegmatis 4-HBC producer strain we deleted MSMEG_5903 (hsd4A) gene in
strain MS6039-5941 (AkshB1, AkstD1) that produces 4-androstene-3,17-dione
(AD) from natural sterols (cholesterol or phytosterols). The triple MS6039-
5941-5903 mutant was able to produce 9g/L of 4-HBC from 14 g/L of phytos-
terols in 2L bioreactor, showing a productivity of 0.140g/Lh™". To improve the
metabolic flux of sterols towards the production of 4-HBC we have cloned and
overexpressed the msSal and msRed enzymes in the MS6039-594 1-5903 mu-
tant rendering a production titter of 12.7 g/L with a productivity of 0.185g/Lh™",
and demonstrating that the new recombinant strain has a great potential for its
industrial application.
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INTRODUCTION

Currently, the production of valuable steroid pre-
cursors for the synthesis of steroid pharmaceutical
drugs is based on the utilization of mycobacterial
strains that transform natural sterols into useful in-
termediates or synthons as building blocks, such as
C19 and C22 steroids (Donova, 2021; Fernandez-
Cabezén et al.,, 2018; Nunes et al., 2022; Wang
et al, 2024). At present, three main C19 ste-
roid synthons are produced at industrial scale by

different mycobacterial strains using phytosterols as
raw materials, i.e., 4-androstene-3,17-dione (AD),
1,4-androstadiene-3,17-dione (ADD) and 9a-hydroxy-
4-androstenedione (9-OH-AD). Whereas the C17
side-chain in C19 synthons is absent, C22 synthons
are metabolites resulting from an incomplete degra-
dation of the C17 side-chain, i.e., 22-hydroxy-23,24
-bisnorchol-1,4-dien-3-one (1,4-HBC), 22-hydroxy-2
3,24-bisnorchol-4-ene-3-one (4-HBC) and 9,22-dihy
droxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one (9-OH-4-HBC)
(Figure 1) (Donova, 2018; Peng et al., 2021). C19
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synthons are used to synthesize testosterone, oes-
trone, oestradiol, hydrocortisone, methylpredniso-
lone, betamethasone, or dexamethasone, among
others, whereas C22 synthons are used to produce
progesterone, obeticholic acid, ursodeoxycholic acid,
chenodeoxycholic acid and litocholic acid (Figure 1).
Moreover, C22 synthons could be used to produce
squalamin, which is currently in clinical trials for the
treatment of macular degeneration (Fabre et al., 2022;
Feng et al., 2022; Zhao et al., 2021).

The aerobic sterol degradation pathway of myco-
bacterial strains has been studied extensively and most
of the key intermediates have been identified. Briefly,
sterols are uptake by the transport system encoded
by the mce operon (Garcia-Fernandez et al., 2017)
and immediately oxidized to 5-cholesten-3-one
and isomerized to 4-cholesten-3-one by a 3p-
hydroxysteroid dehydrogenase/isomerase (3p-HSD)
(Uhia et al., 2011). Simultaneously, the aliphatic chain
is degraded following a mechanism similar to the p-
oxidation of fatty acids, consisting of three sequen-
tial p-cyclic oxidations (Capyk et al., 2009; Ouellet

et al.,, 2010). Each cycle comprises enzymes such
as ligases, dehydrogenases, hydratases and one
aldolase complex responsible for the AD formation
and the release of two propionyl-CoA molecules
and one acetyl-CoA molecule (Figure 2) (Garcia
et al., 2012; Hernandez-Fernandez et al., 2023).
Considering this information, it has been demon-
strated that the knockout mutants of the coding
genes of the 3-ketosteroid-A1-dehydrogenase KstD
(MSMEG_5941), 3-ketosteroid-9a-hydroxylase
KshA (MSMEG_5925) and the KshA ferredoxin
reductase component KshB (MSMEG _6039) of
Myecolicibacterium smegmatis in different combi-
nations allow the production of AD, ADD and 9-
OH-AD (Fernandez-Cabezén et al., 2018; Wang
et al., 2022), while additional knockout of the hsd4A
(MSMEG_5903) gene coding a 17p-hydroxysteroid
dehydrogenase lead to the accumulation of 4-HBC,
1,4-HBC and 9-OH-4-HBC (Liu et al., 2023; Peng
et al., 2021; Xu et al., 2016; Zhao et al., 2023).
Although deeply studied, there are still unknown
aspects of Mycolicibacterium steroid metabolism, and
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4-HBC subpathway

/
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mnOpccR

N
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FIGURE 2 Cholesterol side-chain degradation pathway in M. smegmatis. The 4-HBC and the AD sub-pathways are indicated in blue
and orange, respectively. Enzymes with a question mark are unknown. HD, hydratase. (1) 3-oxochol-4-en-24-oyl-CoA, (2) 3-oxochol-
4,22-dien-24-o0yl-CoA, (3) 22-hydroxyl-3-oxochol-4-en-24-oyl-CoA, (4) 3-oxo-4-pregnene-20-carboxyl aldehyde, (5) 22-hydroxy-23,24-
bischornol-4-en-3-one, (6) 3,22-dioxochol-4-en-24-oyl-CoA, (7) 3-0x0-23,24-bischornol-4-en-22-oyl-CoA, (8) androstenedione.

in particular of M. smegmatis, that remains to be eluci-
dated and are essential to achieve efficient industrial
production of C19 and C22 synthons. For instance,
the kstD and kshB knockout strain constructed to ac-
cumulate AD also accumulates a certain amount of
4-HBC as by-product, reducing the biotransforma-
tion yield and hindering the purification of AD (Galan
et al.,, 2017). In this sense, Peng et al. (2021) have
demonstrated a pivotal biosynthetic mechanism of
the phytosterol catabolism that explained the pres-
ence of 4-HBC as a by-product in Mycolicibacterium
neoarum. They deciphered the dual role of the reduc-
tase mnOpccR in the phytosterols catabolism, which
participates in two different metabolic branches to
produce the key intermediate 4-HBC through a 4-e
reduction of 3-oxo-4-pregnene-20-carboxyl-CoA
(3-OPC-CoA) to 3-oxo-4-pregnene-20-carboxyl al-
dehyde (3-OPA) in the C-terminal domain followed
by a 2-e reduction of 3-OPA to 4-HBC performed
by the N-terminal domain of mnOpccR (Figure 2).
Inactivation of mnOpccR eliminated 4-HBC produc-
tion and led to the exclusive production of AD, while
overexpression of mnOpccR together with Hsd4A in-
activation led to the production of 4-HBC from phytos-
terols. This study provided a very efficient production
route of AD and 4-HBC synthons in M. neoaurum.
However, unlike what happens in M. neoarum, the C-
terminal of the homologous protein in M. smegmatis

(msOpccR) is not active and does not catalyse the re-
duction of 3-OPC-CoA to 3-OPA (Peng et al., 2021).
This result suggested that other enzymes might exit
in M. smegmatis to perform this task.

We have recently demonstrated that the enzyme
responsible for the conversion of 22-hydroxy-3-oxo-c
holest-4-ene-24-carboxyl-CoA (22-OH-BCN-CoA) into
3-OPA in M. smegmatis is a Sal-like aldolase encoded
by MSMEG_6561 gene that catalyses the retroal-
dol elimination of acetyl-CoA (Hernandez-Fernandez
et al., 2023). The retroaldol reaction was previously
described in the degradation of the cholic acid side
chain in Sacharophagusdegradans and it is performed
by the steroid aldolase Sal encoded by the sal gene
(Holert et al., 2013). Sal-like aldolase from M. smegma-
tis, hereafter msSal, shows a 57% similarity with that
of S. degradans (OOE10244.1) and both compounds
22-OH-BCN-CoA, precursor of 4-HBC, and cholic acid
are structurally similar. The deletion of MSMEG_6561
gene (sal) in M. smegmatis led to an increase in the
production and an improvement in the yield of AD from
natural sterols and avoided completely the produc-
tion of 4-HBC as a by-product (Hernandez-Fernandez
et al.,, 2023).

These data suggest that a further reduction of 3-OPA
into 4-HBC in M. smegmatis should be achieved by the
N-terminal domain of msOpccR reductase or by another
unidentified reductase. In this work we demonstrate
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that 3-OPA is reduced into 4-HBC by an aldehyde de-
hydrogenase encoded by the MSMEG 6563 gene lo-
cated contiguously to the Sal-like aldolase. Moreover,
we have also demonstrated that the msOpccR enzyme
encoded by MSMEG_1623 gene is active in M. smeg-
matis, but performs a less efficient reduction.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Chemicals

Steroids used in this work are 4-androstene-3,17-dione
(AD), purchased from TCIl America, cholesterol and
cholestenone from Sigma (Germany), 4-HBC from
Clearsynth (India) and phytosterols from Gadea
Biopharma (Spain), which are conformed by B-sitosterol
(54.4%), campesterol (36.8%) stigmasterol (8.7%)
and brassicasterol (2.16%) (w/w). Chloroform, ace-
tonitrile, glycerol and methanol were purchased from
Merck (Darmstardt, Germany). N,O-bis(trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (BSTFA), pyridine, Tween80 and
tyloxapol were purchased from Sigma (Germany).
Oligonucleotides were from IDT Technologies.

Bacterial strains and culture conditions

All strains, plasmids and primers used are grouped
in Table 1. M. smegmatis mc? 155 and the subse-
quent mutants were grown in LB medium with 0.05%
Tween80 as rich medium at 37°C and with orbital
shaking at 200 rpm. Escherichia coli strains were also
grown in LB medium at 37°C with orbital shaking at
200rpm. As solid media, LB agar plates and 7H10
agar (Difco) with sucrose 10% (w/v) were used for
E. coli and M. smegmatis. Regarding the biotrans-
formation assays, minimal medium Middlebrook 7H9
broth (Difco) was used supplemented with 9mM glyc-
erol and 0.4 g/L cholesterol. The cholesterol stock was
previously prepared at 5mM in tyloxapol 10% (v/v) and
it was sonicated for 30 min and autoclaved twice until
its total dissolution. A M. smegmatis preinoculum was
first grown during 48 h and washed with saline solution
0.85% containing 0.05% Tween80 was used to inocu-
late 25 mL of biotransformation media at OD,,=0.05.
Cultures were then grown at 200 rpm and 37°C for 96 h
and 500 pL samples were taken every 24 h and kept at
—20°C until their analysis.

Bioreactor experiments were performed as de-
scribed before (Hernandez-Fernandez et al., 2023).
Briefly, culture medium contained corn steep liquor
(20g/L), sodium nitrate (5.4g/L), ammonium chloride
(0.28g/L) and monobasic sodium phosphate (0.28 g/L).
14 g of phytosterols were dissolved by autoclaving in
160 mL of sunflower oil, and mixed with 740mL of the
culture medium, while the inoculum volume was 10%.

The biotransformation was carried out in a working
volume of 1L in a commercial stirred tank bioreactor
(STBR) of 2L total volume (Sartorius AG, Germany).
Process temperature was maintained at 37°C, pH was
adjusted to 7.4, but it was not controlled during the
process. Stirrer speed was set at 600rpm and an air
flow rate of 1vvm was used. Dissolved oxygen was
maintained above 20% throughout the process. A
15mL sample was taken every 24 h and kept at —20°C.
Different antibiotics were used when needed, being
their final concentration 5ug/mL of gentamicin and
20 pg/mL of kanamycin for M. smegmatis strains, while
10 pug/mL of gentamicin and 50pg/uL of kanamycin
were used for the E. coli strains.

Construction of knock-out mutant strains

The MSMEG_5903 gene deletion in the M. smegma-
tis MS6039-5941 strain was achieved by homologous
recombination with pJQ200x plasmid as described
previously (Hernandez-Fernandez et al.,, 2023). Two
fragments of about 600 bp containing the upstream and
downstream regions of MSMEG_5903 were amplified
by PCR using the primers listed in Table 1. The genomic
DNA from M. smegmatis was obtained as described
(Uhia et al., 2011). The two fragments amplified were
digested with the corresponding enzyme and ligated
with the pJQ200x backbone. E. coli DH10B chemical
competent cells (Invitrogen) were used. This cloning led
to the pJQ5903 plasmid that was then electroporated
into competent MS6039-5941. M. smegmatis electro-
competent cells were obtained as follows: a 100mL
culture of LB with 0.05% Tween80 was inoculated at an
ODgqo 0.01 and grown over-night (~18h). When cells
reached an ODg,, 0.8-1.0, they were harvested and
washed three times with glycerol 10% (v/v) and 0.05%
Tween80. Finally, the pellet was resuspended in 1 mL
of the same solution, aliquoted in 200pL and kept at
—80°C until used. Electroporation conditions used were
2.5kv, 25pF y 1000Q in a Gene pulser/Pulse controller
electroporator (Bio-Rad). Cells with a single recombi-
nation event were selected on 7H10 agar plates con-
taining gentamycin. Insertion of the pJQ5903 plasmid
was assessed by spreading catechol over the colonies,
since the xylE gene present in the plasmid turns yellow
in the bacterial colonies. Colonies were then contra-
selected in 10% (w/v) sucrose in order to select for dou-
ble cross-overs. A single colony was grown in 10mL
of LB medium with 5pg/mL gentamicin up to ODg,
of about 0.8 and 200pL of a 1:100 dilution was plated
onto 7H10 agar plates with 10% sucrose. The sucrose-
resistant colonies that have undergone a potential
double cross-over were screened for gentamicin sensi-
tivity. The mutant strain MS6039-5941-5903 was finally
analysed by PCR and DNA sequencing to confirm the
deletion of MSMEG 5903 gene.
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TABLE 1

Strains

M. smegmatis
mc?155
MS6039-5941

MS6039-5941-5903

MS6039-5941-5903
(PMV261)

MS6039-5941-5903
(PMVmsSal)

MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msRed)

MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msOpccR)

E. coli
DH10B

DH10B (pMVmsSal)

DH10B (pMVmsSal-msRed)

DH10B
(PMVmsSal-msOpccR)

DH10B (pJQ5903)
Plasmids

pJQ200x

pJQ5903

pMV261

pMVmsSal

pMVmsSal-msRed

pMVmsSal-msOpccR

Primers

MSMEG_5903_UP_Fw
MSMEG_5903_UP_Rv
MSMEG_5903_DOWN_Fw
MSMEG_5903_DOWN_Rv
MSMEG_6563_Fw

MSMEG_6563_Rv
MSMEG_1623_Fw

MSMEG_1623_Rv

Stains, plasmids and oligonucleotides used in this work.

Genotype and/or description

ept-1, mc26 mutant efficient for electroporation

M. smegmatis mc?155 AMSMEG_6039 (AkshB1) and
AMSMEG 5941 (AkstD1)

M. smegmatis mc*155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941
(AkstD1) and AMSMEG_5603 (Ahsd4A)

M. smegmatis mc*155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941
(AkstD1) and AMSMEG_5603 (Ahsd4A) with pMV261

M. smegmatis mc2155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941
(AkstD1) and AMSMEG_5603 (Ahsd4A) with pMVmsSal

M. smegmatis mc*155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG_5941
(AkstD1) and AMSMEG_5603 (Ahsd4A) with pMVmsSal-msRed

M. smegmatis mc*155 AMSMEG_6039 (AkshB1), AMSMEG 5941
(AkstD1) and AMSMEG_5603 (Ahsd4A) with pMVmsSal-msOpccR

F-, mcrA, 1(mrr hsdRMS-mcrBC), 880AlacZ1M15, AlacX74, deoR,
recA1, araD139, A(ara-leu)7697, galU, galK, \ -, rpsL, endA1, nupG

E. coli DH10B with pMVmsSal

E. coli DH10B with pMVmsSal-msRed
E. coli DH10B with pMVmsSal-msOpccR

E. coli DH10B with pJQ5903
Description

Suicide vector used to perform directed mutagenesis in
Mycobacterium, P15A ori, sacB, Gm', xylE

pJQ200x containing one fragment upstream and another
downstream of MSMEG_ 5903 between Xbal-Sacl
Mycobacterium/E. coli shuttle vector with the kanamycin resistance
aph and the promoter from the hsp60 gene from M. tuberculosis
pMV261 harbouring the MSMEG_6561 gene encoding Sal from M.
smegmatis mc2 155 between BamHI-Hindlll

pMV261 harbouring the MSMEG_6561 gene encoding Sal between
BamHI-Hindlll and the MSMEG_6563 gene between Hindlll-Hpal
from M. smegmatis mc2 155

pMV261 harbouring the MSMEG_6561 gene encoding Sal between
BamHI-Hindlll and the MSMEG_1623 gene between Hindlll-Hpal
from M. smegmatis mc2 155

Description Sequence

MICROBIAL BIOTECHNOLOGY

Reference

Snapper et al., 1990
Galan et al., 2017

This work

This work

This work

This work

This work

Invitrogen

Hernandez-Fernandez
etal., 2023

This work

This work

This work
Reference

Jackson et al., 2001
This work

Stover et al., 1991
Hernandez-Fernandez

etal., 2023

This work

This work

Amplification of the upstream fragment of = CTAGCTCGAGCTCACGGATCGTGCGCGCTCC

MSMEG_5903 with Xhol and Avrll

CTAGCCTAGGCGGCGACTGCACTGATGGAG

Amplification of the downstream fragment CTAGCCTAGGCGGACAGGTCGAGATCGGC

of MSMEG_5903 with Avrll and Xhol

Amplification of MSMEG_6563 including
an RBS and Hindlll-Hpal restriction sites GCGACGA

CTAGCTCGAGCATCTGCGCGACGGTCTCGC
ACCAAGCTTGACCTAAGGAGGTGAATATGACA

TAGGATGTTAACTCATGTACGCCTCCTCGACGC

Amplification of MSMEG_1623 including
an RBS and Hindlll-Hpal restriction sites TATGTCGTT

CTCAAGCTTGACCTAAGGAGGTGAATATGCGC

CGCTGTTAACACGACTACCAGTGCACGCCGG
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Construction of pMVmsSal-msRed and
pMVmsSal-msOpccR plasmids

MSMEG_6563 and MSMEG_1623 genes were ampli-
fied by PCR using primersindicatedin Table 1. They were
then digested with Hindlll and Hpal restriction enzymes
and cloned into pMVmsSal (Hernandez-Fernandez
etal., 2023). Thus, the plasmids pMVmsSal-msRed and
pMVmsSal-msOpccR were generated and transformed
in E. coli DH10B. Plasmids were sequenced and trans-
formed in electrocompetent cells of M. smegmatis re-
sulting in the MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed)
and MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) re-
combinant strains.

Chromatographic analysis

A GC/MS analysis was performed in order to identify and
quantify the different steroids as described (Hernandez-
Fernandez et al., 2023). Samples of 200puL of each
culture were extracted twice with twice the volume of
chloroform. Previously to its extraction, 25pL of a solu-
tion of 10mM cholestenone dissolved in chloroform were
added to the aliquots as internal standards (ISTD). The
chloroform fraction was concentrated by evaporation
overnight at RT and trimethylsilyl ether derivatives were
formed by reaction with 50 pL of TMT-BSTFA and 50 pL of
pyridine and heating at 80°C for 20 min. Steroid standards
were derivatized in the same way and used to calculate
calibration curves for steroid quantification (Figure S1).
An Agilent 7890A gas chromatograph equipped with a
30mx0.25mm i.d. capillary column (0.25um film thick-
ness) HP-5MS (5% diphenyl 95% dimethylpolysiloxane
from Agilent Technologies) and coupled to an Agilent
5975C mass detector (Agilent Technologies, USA) was
used for the analysis. Mass spectra were recorded in
electron impact (EI) mode at 70eV within the m/z range
50-550 and working conditions for each sample were
as follows: split ratio (20:1), injector temperature, 320°C;
column temperature 240°C for 3min, then heated to
320°C at 5°C/min. For quantification of the peak area, the
guantitative masses were 329+458m/z for cholesterol;
343+ 384 m/z for cholestenone; 244 +286 m/z for AD and
270+330m/z for 4-HBC in selected ions of monitoring.
El mass spectra and retention data were compared to
those present in the NIST Mass Spectral Database and
commercial standards (NIST 2011) in order to assess the
identity of the different steroids.

Bioreactor samples were analysed by HPLC-MS.
First, samples were centrifuged at RT and 3800rpm in
a 5810 R centrifuge (Eppendorf) for 30 min. 50 pL of the
oil phase were dissolved in 1 mL of acetonitrile as well
as the calibration curve of AD and 4-HBC, ranging from
0.5 to 15g/L (Figure S2). Then, 20puL of the samples
were analysed using a high-efficiency liquid chromatog-
raphy coupled to a photodiode array detector and mass
spectroscopy. The equipment used was 1260 Infinity Il

(Agilent) with an InfinityLab LC/MSD XT (Agilent), pre-
senting an automatic injector, a diode array detector
and an ion trap with electrospray. The column used was
Poroshell 120 EC-C18 (4um; 4.6x100mm) (Agilent).
The separation method consisted of a flow rate of 1 mL/
min with 70% of solvent A (H20 +0.1% formic acid) and
30% of solvent B (acetonitrile +0.1% formic acid) for
5min. Solvent B was then increased to 55% for 20 min
and it was again reduced to 30% for 2min. Finally, the
proportion of 70% of solvent A and 30% of solvent B
was maintained for 3min. The elution was monitored
at 195, 210, 230, 250 and 275nm. Steroid compounds
were identified using the commercial compound com-
paring mass spectra and retention time.

Quantification of the initial phytosterol concentration
in sunflower oil was assessed by HPLC as described
(Yang et al., 2023). Serial dilutions of phytosterols
provided by Gadea Biopharma (Spain) ranging from
0.5 to 15g/L were prepared in 200 pL of ethyl acetate
to calculate a calibration curve (Figure S2). Samples
and sterol standards were analysed in a 1260 Infinity
Il LC System (Agilent) HPLC coupled to a photodiode
array detector. The column used was Eclipse Plus C18
(5pm; 4.6 x250mm) (Agilent) heated at 30°C, the mo-
bile phase was methanol: acetonitrile (80:20), the flow
rate was set at 1 mL/min and 20 uL of each sample were
injected. Each run lasted 30 min and the detection was
performed by UV at 195, 205 and 210 nm.

Calculations

The product molar yield (MY) was determined accord-
ing to the following equation (Equation 1):

[Synthon](mM)

MY (%) =
(%) [Sc|(mM)

x 100 (1)

where the term “Synthon” refers to any C19 or C22 ste-
roid and “Sc” refers to consumed sterols.

Productivity (P) of 4-HBC was determined according
to the following equation (Equation 2):

g _[4—HBC](g/L)
P(H)‘ t(h) @

where the term “t” refers to time (h).

RESULTS AND DISCUSSION

Engineering M. smegmatis for 4-HBC
production

Along with C19 steroids, C22 steroids can be used
as precursors to produce progestational and adreno-
cortical hormones in the pharmaceutical industry. Xu
et al. (2016) developed a mutant M. neoaurum strain,

J) SuonIpUOD pUe SWB L 841 85 *[202/80/02] U0 Ariqi auluo A3|1m ‘(1011N) (10A2|N BIRDHO) WO EAUeD UoiezIUeBiO 98D AQ TSSYT'ST6L-TSLT/TTTT 0T/I0p/L00 8| 1M ARelq 1 BUI|UO'S UINO -0.10 IO IAUS//SNY W01y popeojumoq ‘8 ‘20z 'STELTSLT

o

1pUod-pl

35UBD 1T SUOWIWOD BAIDID) 3 (el jdde ay) Ag pousenoB ae S ILe YO '8N JO 3| 1oy ArIqIT BUIUO AD|IM UO



ENHANCING 4-HBC PRODUCTION IN M. SMEGMATIS

named XllIAhsd4A, that could transform sterols into
4-HBC. Hsd4A encodes a 17-beta-hydroxysteroid de-
hydrogenase involved in the oxidation of 22-OH-BCN-
CoA to 3,22-dioxo-cholest-4-ene-24-carboxyl-CoA
(22-OBNC-CoA) that finally leads to the formation of
AD (Figure 2). When hsd4A gene is deleted together
with kstD and kshAB genes, the sterol degradation
pathway was deviated to the accumulation of 4-HBC,
although AD was not abolished completely (Peng
et al., 2021).

M. smegmatis contains a Hsd4A enzyme encoded
by MSMEG_5903 gene located in one of the cho-
lesterol degradation clusters of this strain, ranging
from MSMEG 5903 to MSMEG_5943. Therefore,
to obtain a M. smegmatis 4-HBC-producing strain,
we deleted MSMEG 5903 in the AD-producer strain
MS6039-5941 (AkshB1, AkstD1) (Galan et al., 2017) by
double homologous recombination, obtaining the tri-
ple mutant MS6039-5941-5903 strain. When growing
in glycerol as the only carbon and energy source this
strain showed a normal growth phenotype when com-
pared to the parental strain (Figure 3A).

The production of 4-HBC by the mutant MS6039-
5941-5903 was assessed in a biotransformation assay
developed in flasks using 0.4g/L of cholesterol as
substrate and glycerol as carbon and energy source.
Samples taken every 24h and analysed by GC-MS
confirmed that the triple mutant accumulated 4-HBC
as the main product, reaching a final concentration
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of 0.277 g/L (Figure 3A,C). However, AD was also de-
tected in the biotransformation supernatants at a final
concentration of 0.015g/L (Figure 3B,C).

Considering that the contamination of AD observed
in our mutant, as well as in other Hsd4A mutants (Peng
et al., 2021; Xu et al., 2016), is not desirable during in-
dustrial production because it reduces the final yield
and hinders the purification of the final product, in-
creasing the production cost, we decided to construct a
more efficient 4-HBC producer strains.

Identification of genes involved in 4-HBC
production in M. smegmatis

In a previous work, we demonstrated that msSal coded by
the MSMEG 6561 gene initiates the 4-HBC production in
Mycobacterium mutants by catalysing the retroaldol elimi-
nation of acetyl-CoA of the intermediate 22-OH-BCN-CoA
to deliver 3-OPA (Figure 2). MSMEG_6561 gene is part
of a putative operon MSMEG 6560-MSMEG_6563,
hereafter operon 4-HBC (Figure 4) spanning 4920 pb
within the M. smegmatis genome including the following
genes: MSMEG_6560 (msShy), that codes a putative
acyl-dehydratase homologous to Shy from S. degra-
dans Chol1 (44.5% ID); MSMEG _6562 codes a putative
ACAD enzyme similar to ChsE3 from M. tuberculosis
strain H37Rv (36.4% ID) and CasC from Rhodococcus
jostii sp. strain RHA1 (34.8% ID) that contain two fused

-+ MS6039-5941
-& MS6039-5941-5903

Time (h)

1 3

e S . S — N
450 500 550 600 650 7.00 750 800 850 900 950 1000 1050 11.00 11.50

Time (min)

FIGURE 3 (A) Growth curve of strains MS6039-5941 and MS6039-5941-5903 in glycerol (B) Growth curve and 4-HBC production

by strains MS6039-5941 and MS6039-5941-5903 from 0.4 g/L of cholesterol in flask. (C) AD accumulation by strains MS6039-5941 and
MS6039-5941-5903 after 96 h of cholesterol biotransformation in flask. (D) Analysis by GC/MS of the products accumulated in the culture of
MS6039-5941-5903 after 96 h with cholesterol at 0.4g/L. 1, AD; 2, 4-HBC; 3, cholesterol; 4, cholestenone (ISTD).
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FIGURE 4 Genetic organization of the putative 4-HBC operon in M. smegmatis mc2 155 including msShy (MSMEG_6560), msSal
(MSMEG_6561), msACAD (MSMEG_6562) and msRed (MSMEG_6563) genes. This cluster is compared with other genetic organizations
of other cholate-degrading bacteria, showing the percentage of identity with the proteins encoded by the 4-HBC cluster.

acyl-CoA dehydrogenase domains in a single polypep-
tide and catalyse the dehydrogenation of 5-carbon CoA
ester substituents on the D ring (Wipperman et al., 2014).
This enzyme might participate in the C5-carboxylic side
chain degradation catalysing a dehydrogenation reac-
tion of compound 5 (Figure 5). Lastly, MSMEG_6563 is
annotated as a dihydrokaempferol 4-reductase that con-
tains a Rossmann-fold NAD(P)-binding domain that may
function as an oxidoreductase that might be involved in
the reaction of 3-OPA to 4-HBC. However, this enzyme
hereafter msRed, is not homologous to the described
NAD*-dependent steroid aldehyde dehydrogenase Sad
performing this reaction in Pseudomonas stutzeri Chol1.
Sad homologous are encoded within the bile acid deg-
radation gene clusters of Pseudomonas putida DOC21,
Comamonas testosteroni, and Azoarcus sp. strain Aa7
(Holert et al., 2013; Ycel et al., 2019), while no homo-
logues of Sad exist in proximity to the cholic acid degra-
dation gene cluster of R. jostii RHA1 or in Sphingobium
sp. strain Chol1 genome and related bile-acid degrading
Sphingomonadaceae (Figure 4) (Feller et al., 2021). A
comparison of the genes responsible for C5-side chain
degradation revealed significant similarities and differ-
ences between the genomes of M. smegmatis and M.
neoaurum CCTCC AB2019054. These genomic com-
parisons were carried out using the available genome
sequence of M. neoaurum VKM Ac-1815D since the ge-
nome of M. neoaurum CCTCC AB2019054 is not avail-
able. Nevertheless, the 17 gene sequences belonging to
this strain already available in the databases are 100%

identical to those from VKM Ac-1815D suggesting that
both strains are most probably identical.

We identified a genomic region in M. neoaurum VKM
Ac-1815D spanning from D174 11925 to D174 11940
containing genes homologous to those of the genomic
region MSMEG_6563-MSMEG_6560 from M. smeg-
matis. The VKM Ac-1815D region encodes a putative
aldolase similar to msSal (65% ID), an acyl-CoA dehy-
drogenase similar to MSMEG_6562 (59% ID) and an
acyl dehydratase similar to MSMEG_6560 (61% ID)
(Figure 4). However, this genomic region does not con-
tain a msRed reductase, since this reaction is catalysed
by the mnOpccR reductase coded by the D174 07590
gene located far away from this genomic region. The
recently identified HBC operon of M. neoaurum ATCC
25795 does not contain a homologous protein of
msRed and it has been suggested that, in this strain,
more than one specific enzyme is responsible for this
activity (Zhao et al., 2023). We found that the HBC op-
eron in Mycolicibacterium fortuitum ATCC35855 has
the same gene structure as the one in M. smegmatis
(Figure 4). Moreover, a gene encoding a protein ho-
mologous to msRed is present in M. fortuitum although
its role is not known. The 4-HBC metabolism resem-
bles the side chain degradation of bile acids described
in p-proteobacteria that involves a previous hydration
of (22E)7a,12a-dihydroxy-3-oxochola-1,4,22E-triene-
24-oyl-CoA (DHOCTO-CoA) (Compound 1) by the
acyl-dehydratase Shy, forming 7a,12a,22-trihydroxy-
3-oxochola-1,4-diene-24-oyl-CoA  (THOCDO-CoA)
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FIGURE 5 Proposed cholate side-chain degradation pathway in the cholate-degrading strain S. degradans Chol1. Shy: Steroid
hydratase; Sal: Steroid aldolase; Sad: Steroid aldehyde dehydrogenase; ACAD: Acyl-CoA dehydrogenase. Compound 1, (22E)7a,12a-
dihydroxy-3-oxochola-1,4,22E-triene-24-oyl-CoA (DHOCTO-CoA); compound 2, 7a,12a,22-trihydroxy-3-oxochola-1,4-diene-24-oyl-CoA
(THOCDO-CoA); compound 3, 7a,12a-dihydroxy-3-oxopregna-1,4-diene-20S-carbaldehyde (DHOPDCA); compound 4, acid 7a,12a-
dihydroxy-3-oxopregna-1,4-diene-20-carboxylic (DHOPDC); compound 5, acid 7a,12a-dihydroxy-3-oxopregna-1,4-diene-20-carboxyl-CoA
(DHOPDC-CoA); compound 6, 7a,12a-dihydroxy-androsta-1,4-diene-9,17-dione (12a-DHADD).

(Compound 2) (Figure 5) (Holert et al., 2013). Then,
a subsequent retroaldol elimination of acyl-CoA by
the aldolase Sal occurs, delivering an aldehyde de-
rivative 7u,12a-dihydroxy-3-oxopregna-1,4-diene-
20S-carbaldehyde (DHOPDCA) (Compound 3), that
is transformed by the aldehyde dehydrogenase Sad
into acid 7a,12a-dihydroxy-3-oxopregna-1,4-diene-20-
carboxylic (DHOPDC) (Compound 4). Then, DHOPDC
is further activated in the presence of ATP and CoA by
an acyl-CoA synthetase to DHOPDC-CoA to start a
second round in which the C3-side-chain is oxidized
at the C17-C20 bond by an acyl-CoA dehydrogenase
(ACAD) to prepare the cleavage of the remaining C3
unit. Subsequently, the double bond is hydrated fol-
lowed by the release of a propionyl-CoA moiety by the
action of an unknown thiolase enzyme. MsShy, as its
homologous Shy in the bile acid metabolism, might
participate in the retroaldol elimination of acetyl-CoA
performed by msSal via protein—protein interaction
through the DUF35 domain of Shy as it is described
in Sphingomonas sp. strain Ibu-2 and Thauera ar-
omatica strain K172 (Leuthner & Heider, 2000;
Murdoch & Hay, 2013). In this sense, msShy con-
tains two conserved domains DUF35 (domain of un-
known function 35) homologous to those from ChsH2

from Mycobacterium tuberculosis that is known to
form a functional thiolase complex with Ltp2 (Aggett
et al., 2019). However, unlike ChsH2, msShy does not
contain the MaoC-like domain suggesting that it might
not have the dehydratase activity and could be mainly
involved in stabilizing the binding of an unknown hy-
dratase to catalyse the hydration and retroaldol reac-
tions of 3-oxochol-4,22-dien-24-oyl-CoA (Compound
2) (Figure 2). This interaction has been proposed as
well in M. neoaurum between aft1 coding an aldolase
and chsH4 coding an acyl dehydratase containing only
one DUF354 domain and, as in msShy, the MaoC-like
domain is absent (Zhao et al., 2023).

Boosting 4-HBC production in
recombinant strains

To reroute the metabolic flux towards the production of
4-HBC avoiding AD accumulation, we overexpressed
the aldolase msSal involved in the retroaldol elimina-
tion of an acetyl-CoA from the C5-side chain interme-
diate 22-OH-BCN-CoA. The MS6039-5941-5903 strain
was transformed with plasmid pMVmsSal carrying the
MSMEG_6561 gene coding the Sal-like aldolase, under
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the control of the hsp60 promoter. The resulting strain
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal) showed an impaired
growth when cultured in the biotransformation medium
in the presence of cholesterol (Figure 6A), causing
a lower 4-HBC production than the strain MS6039-
5941-5903 (pMV261) carrying the empty vector pMV261
(Figure 6B). This result suggests that increasing Sal lev-
els can generate an excess of the toxic intermediate
3-OPA aldehyde (Figure 2). It is known that the pres-
ence of an excess of aldehydes could be detrimental for
bacterial cells due to their high reactivity and, therefore,
microbial growth is usually inhibited in the presence of
these compounds (Kunjapur et al., 2014; Kunjapur &
Prather, 2015; Zaldivar et al., 1999). This result also sug-
gests that the oxidation of 3-OPA into 4-HBC might be a
bottleneck in the production of 4-HBC.

In bile acid degrading microorganisms like S. degra-
dans sp. strain Chol1, further degradation of the side
chain continues with the oxidation of the aldehyde to
the corresponding carboxylic acid catalysed by Sad al-
dehyde dehydrogenase. Homologous of Sad are pres-
ent in C. testosteroni CNB-2 and P. putida DOC21 but
absent in the well-studied bile acid degrader R. jostii
RHA1. In M. neoarum strain CCTCC AB2019054 this
reaction is catalysed by the N-terminal domain of the
4e reductase mnOpccR (Peng et al., 2021). To identify
the enzyme responsible to perform this reaction in M.
smegmatis, the msOpccR and msRed coding genes
(MSMEG_1623 and MSMEG_ 6563, respectively) were
cloned into a mycobacterial replicative plasmid forming

£

(B

an operon structure with the MSMEG 6561 gene cod-
ing msSal. The resulting plasmids were transformed
in the MS6039-5941-5903 strain rendering MS6039-
5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) and MS6039-
5941-5903 (pMVmsSal-msRed) strains.

When both recombinant strains were cultured in the
biotransformation medium in the presence of choles-
terol as described before, they showed a normal growth
comparable to that of the parental strain (Figure 6A),
suggesting that the plasmids expressing both reduc-
tases can reduce the 3-OPA toxicity.

Regarding the 4-HBC production, the strain MS6039-
5941-5903 (pMVmsSal-msRed), achieves a concentra-
tion of 0.291g/L at 96h, which is slightly higher than
the concentration of 0.258g/L achieved after 96h by
MS6039-5941-5903 (pMV261), i.e., the parental strain
carrying the empty vector (Figure 6B). However, the
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strain only
accumulated 0.246 g/L (Figure 6B).

Unfortunately, the presence of AD was still detected
as a by-product in the biotransformation assays per-
formed with the recombinant strains expressing msRed
and/or msOpccR. Figure 6C shows an AD accumulation
of 9-19mg/L after 96 h, which is similar to the AD con-
centration obtained in the parental strain carrying the
empty vector (12mg/L), suggesting that the expression
of msRed or msOpccR reductases separately do not
avoid AD accumulation in the 4-HBC-producing strains.
However, due to the increase of the msRed coding gene
dose, the MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed)
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FIGURE 6 (A) Growth curve of MS6039-5941-5903 (pMV261), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-
msRed) and MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains in the biotransformation medium. (B) 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-
3-one (4-HBC) production by MS6039-5941-5903 (pMV261), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed)
and MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains from 0.4 g/L of cholesterol in shake flasks. (C) 4-androstene-3,17-dione (AD)
accumulation by MS6039-5941-5903 (pMV261), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal), MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed) and MS6039-
5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains from 0.4 g/L of cholesterol after 96 h cultured in shake flasks.
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strain showed an increase of 17% in the 4-HBC molar
yield compared to the strain carrying the empty plasmid
(Figure 7A). On the other hand, the strain expressing
the reductase msOpccR did not show 4-HBC molar
yield increase.

Although it has been demonstrated that msOpccR
has aldehyde dehydrogenase activity in vitro (Peng
et al., 2021), our result suggests that msRed might be
the main responsible enzyme for the transformation of
3-OPA to 4-HBC. When msRed is overexpressed to-
gether with msSal, the 3-OPA toxicity is reduced and
the 4-HBC molar yield is improved, almost reaching
100%, which points to the fact that the overexpres-
sion of the aldolase msSal together with the reductase
msRed funnels cholesterol into 4-HBC.

Production of 4-HBC in 2L bioreactor

The applicability of the recombinant strains in the
production of 4-HBC was evaluated by scaling-up
the flask assays to a 2L bioreactor using 14 g/L of
phytosterols as substrate. MS6039-5941-5903,
MS6039-5941-5903 (PMVmsSal-msRed) and
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains
were cultured for 72h as described in the Materials
and Methods section and samples were taken
every 24h. We observed that MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msRed) displayed a 4-HBC production
titter of 12.7g/L with a productivity of 0.185g/Lh™"
(Figure 8A). This production constitutes an improve-
ment of 127% compared to the MS6039-5941-5903
mutant strain, which renders a 4-HBC production

(

&

4-HBC Molar yield (%)

FIGURE 7 (A)Molar yield of 4-HBC
production by MS6039-5941-5903,
MS6039-5941-5903 (pMV261),
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal),
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed)
and MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-
msOpccR) strains from 0.4 g/L of 101
cholesterol after 96 h cultured in shake
flasks. (B) Molar yield of AD production by
MS6039-5941-5903, MS6039-5941-5903
(pMV261), MS6039-5941-5903
(pPMVmsSal), MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msRed) and MS6039-
5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains
from 0.4 g/L of cholesterol after 96 h
cultured in shake flasks.
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titter of 5.6g/L with a productivity of 0.088g/Lh™
(Figure 8A). Moreover, MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msOpccR) showed also a better perfor-
mance than the parental strain since it produced 9g/L
of 4-HBC and showed a productivity of 0.140g/Lh™".
This result suggests that msOpccR can perform
in vivo the transformation of 3-OPA into 4-HBC as
observed in vitro (Peng et al., 2021).

The final AD concentration (2g/L) was similar at
72h in the three tested strains although it was slightly
higher in the parental strain (Figure 8B). Therefore, the
4-HBC:AD ratio was higher in the strain expressing
msSal and msRed (Figure 8C).

In M. neoaurum ATCC 25795 the 4-HBC produc-
tion was enhanced by overexpressing choM171 and
choM?2 encoding cholesterol oxidases, a cyp125 gene
encoding a cytochrome P450 enzyme and a fadA5
gene encoding a thiolase in a mutant strain lacking
KstD, KshA and Hsd4A activities (Xiong et al., 2017).
However, high concentrations of AD and 9-OH-AD
were still obtained as by-products. In order to reduce
these metabolites, the fadA5 gene was further deleted
to prevent the transformation of 22-o0xo-BCN-CoA into
3-OPC-CoA, that is an mnOpccR substrate (Figure 2).
Although the total content of AD and 9-OH-AD de-
creased they were not completely removed, because
a correlation between the AD and the 4-HBC sub-
pathways should exist (Zhao et al., 2023). In M. for-
tuitum ATCC 35855 Hsd4A and FadA5 are found to
be the key enzymes in controlling the C19 metabolic
pathway of steroids. After knocking out hsd4A, the re-
sulting strain, MFKDDhsd4A, accumulated 81.5% 9,22
-dihydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one (9-OHBA),

MS6039-5941-5903

MS6039-5941-5903 (pMV261)
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal)
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed)
MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR)
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FIGURE 8 (A) 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one (4-HBC) production over time by MS6039-5941-5903, MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msRed) and MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msOpccR) strains in a bioreactor containing 14 g/L of phytosterols. (B)
4-Androstene-3,17-dione (AD) accumulation by MS6039-5941-5903, MS6039-5941-5903 (pMVmsSal-msRed) and MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msOpccR) strains after 72h in a bioreactor containing 14 g/L of phytosterols. (C) 22-hydroxy-23,24-bisnorchol-4-ene-3-one
(4-HBC):4-Androstene-3,17-dione (AD) ratio after 72h of transformation in a bioreactor containing 14 g/L of phytosterols.

a 4-HBC hydroxylated derivative, compared with 4.1%
9-OHBA in the strain MFKD while the double mutant
MFKDDhsd4ADfadA5 further improved the selectiv-
ity of 9-OHBA and decreasing the by-products from
4.19% to 0.90% (Han et al., 2024).

Thus, in order to avoid the accumulation of AD it
is necessary to understand its origin in the mutant
strains. In p-proteobacteria bile acid degraders the
degradation of C3-unit consists in the initiation of a
second round of the side-chain degradation and pro-
ceeds by the oxidation of the C17-C20 bond by an
acyl-CoA dehydrogenase (ACAD). Subsequently, the
double bond is hydrated followed by the release of
a propionyl-CoA moiety by the action of a thiolase.
Several studies have shown that 4-HBC is a dead-
end product of sterols in hsd4A mutant strains (Liu
et al., 2023; Peng et al., 2021; Xu et al., 2016; Zhao
et al., 2023). The presence of AD in the biotransfor-
mation suggests an oxidative conversion of the alde-
hyde intermediate 3-OPA to its CoA ester by acyl CoA
synthetases turning back the metabolite to the AD
pathway, i.e., suffering further dehydrogenation and
thiolytic steps after CoA activation that delivers acetyl-
CoA and AD. Based on previous data, our hypothesis
is that FadA5 would be the most probable enzyme in-
volved in this putative activation although its activity
on C3 would be suboptimal since it is mainly acting on
substrates containing C7 and C5 side-chains (Nesbitt
et al., 2010; Schaefer et al., 2015).

CONCLUSIONS

Our results confirmed that it is possible to improve the
performance of the 4-HBC-producing strains not only
by deleting the hsd4A gene but also by identifying and
overexpressing the enzymes that funnel the cholesterol
degradation pathway to the 4-HBC end product. This
strategy has allowed us to improve a M. smegmatis
hsd4A mutant in order to achieve a higher productivity
of 4-HBC, and moreover, it has pointed out new tar-
gets for further improvement. The MS6039-5941-5903
(PMVmsSal-msRed) strain displays a high productivity
when compared with other 4-HBC producers already
described showing a higher 4-HBC:AD ratio, dem-
onstrating that this strain can be useful for industrial
applications.
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Unraveling the key drivers of bacterial
progesterone degradation
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ABSTRACT Progesterone (PROG) is one of the most ubiquitous sexual hormones found
as a pollutant in soil and water systems. Despite the fact that PROG can be degraded
by various bacterial species, the pathways leading to its complete oxic mineralization
remain unknown. In this study, we investigated bacterial progesterone catabolism
using the steroid-degrading bacterium Caenibius tardaugens as a model, in which we
demonstrated its capacity to degrade progestogens. The transcriptomic analyses in
the presence of PROG showed the overexpression of EGO55_13845 and EGO55_13860
genes, coding a Baeyer-Villiger monooxygenase (BVMO) and a luciferase-like monoox-
ygenase (LLM), respectively. Both genes are located next to two regulatory proteins
forming a small gene cluster (named pdc) that can be found in other steroid-degrad-
ing bacteria. Mutagenic analyses and gene complementation allowed ascertaining that
EGOS55_13845 and EGO55_13860 genes are involved in PROG degradation. To assess their
enzymatic activities, both proteins were overexpressed in Escherichia coli, showing that
they catalyze a Baeyer-Villiger monooxygenation of PROG, resulting in the production of
testosterone acetate. They are also active on 1,2-dehydroprogesterone, an intermediate
in PROG degradation, converting it into boldenone acetate. BYMO and LLM enzymes
are functionally redundant, as each can replace the other in metabolizing PROG. The
presence of two functionally redundant BVMO and LLM enzymes in C. tardaugens can
be explained by their distinct substrate preferences. Our results settle for the first time
the genetic and biochemical basis for explaining how PROG is recognized and channeled
into the 9,10-seco degradation pathway in a PROG-degrading bacterium.

IMPORTANCE This study investigates for the first time the key steps in bacterial
progesterone (PROG) degradation, revealing new insights into the process. The main
stages of PROG degradation were examined in the bacterium Caenibius tardaugens.
The conducted transcriptomic analysis allows identifying the progesterone degradation
cluster pdc, which is also present in other related bacteria. We demonstrated that
Baeyer-Villiger monooxygenase and luciferase-like monooxygenase encoded within the
pdc cluster catalyze the PROG Baeyer-Villiger monooxygenation, producing testoster-
one acetate. The activity redundancy can be explained by the difference in substrate
specificity of each enzyme.

KEYWORDS progesterone, endocrine disruptors, Baeyer-Villiger monooxygenases,
luciferase-like monooxygenase, testosterone acetate

E ndocrine disruptors (EDCs) are natural and synthetic compounds that interfere with
endocrine systems, causing adverse effects in humans and leading to the feminiza-
tion or masculinization of freshwater wildlife exposed to polluted rivers (1-3). Among
EDCs, natural estrogens (e.g., 17B-estradiol), androgens (e.g., testosterone [TES]), and
progestogens (e.g., progesterone [PROG]) are the most widespread sex hormones found
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as pollutants in soil and water. These contaminants enter the environment through
human, domestic, and farm animal excretions, as well as pharmaceutical waste (4, 5).

PROG is an endogenous 21-carbon steroid hormone synthesized from cholesterol in
the corpus luteum of the ovaries and the placenta during pregnancy. It plays a crucial
role in the female menstrual cycle, pregnancy, and embryogenesis in humans and other
species (6). Due to its functional role, PROG is extensively used in oral contraceptives
alongside the synthetic estrogen 17a-ethynylestradiol, as well as in hormone treatments
to prevent miscarriage, hormone replacement therapy for menopausal women, and
veterinary medicine (6). As a result, PROG is widely consumed, excreted through urine by
humans, livestock, and other vertebrates, and subsequently released into the environ-
ment. Progestogens have been detected in wastewater treatment plants at concentra-
tions ranging from 0.11 to 110 ng/L, and in surface water at levels between 0.82
and 1.1 ng/L. Their endocrine-disrupting effects on aquatic species have been exten-
sively documented (7). Although progesterone undergoes biodegradation, it can still be
detected in the effluents of both industrial and municipal wastewater and even in the
receiving rivers (8, 9). In this sense, it has been documented that minor transformation of
progestogens can create other classes of steroids with different biological activities like
potent androgens (10-12).

Gut microbiota can convert glucocorticoids into progestins, via 21-dehydroxylation,
in the presence of H; gas (13). This is an example of cooperative metabolism depend-
ent on the presence of certain bacteria such as Eggerthella lenta and Gordonibacter
pamelaceae, which carry out the 21-dehydroxylation, and Escherichia coli, which provides
H,. More specifically, PROG can be metabolized in the gut to 5a- and 53-pregnano-
lone, 20-dihydroxyprogesterone, 11-desoxycorticosterone, and 17a-hydroxyprogester-
one, compounds that have different targets and/or functions in the human body (14).

Microbial degradation can contribute to eliminating natural or synthetic steroid
hormones from polluted systems, and the persistence and fate of some of these
compounds have been studied previously (15, 16). Nevertheless, only a limited
number of organisms can mineralize steroids (17-19). The pathways for the com-
plete oxic mineralization of TES and 17(3-estradiol (E2) have been studied in detail
in several bacteria (20-24). However, although bacteria capable of degrading PROG
have been described (25-27), there is limited information on the genes involved in
the first steps of its mineralization, and only a few biochemical studies have been
published. Liu et al. studied the aerobic degradation of PROG and norgestrel, detect-
ing 4-androstene-3,17-dione (AD), androsta-1,4-diene-3,17-dione (ADD), 17B3-boldenone,
testosterone, 6,7-dehydroprogesterone, and 1,2-dehydroprogesterone (1,2-dPROG) as
intermediates in the culture medium (28). They proposed that PROG undergoes different
transformations ending up in ADD or 17B-boldenone, which are finally mineralized.
Horinouchi et al. suggested that Comamonas testosteroni degrades PROG through the
well-known 9,10-seco pathway used as well in the bacterial mineralization of sterols,
bile acids, and androgens, but the genes and the enzymes that channel PROG into this
degradative pathway were not described (20).

It is known that some fungal species can degrade and cleave the side chain of PROG,
transforming it into potent androgens like testololactone, which has anticancer activity,
through several steps mediated by Baeyer-Villiger monooxygenases (BVMOs). However,
the activity has been demonstrated only through whole cell biotransformations, and the
enzymes responsible for these biochemical steps have not been isolated and identified
so far (29, 30). Based on the identification of the biotransformation intermediates, it
has been postulated that during side chain degradation of PROG, oxygen is typically
introduced between C17 and C20 to form 17-acetate, followed by cleavage of the side
chain, leading to the formation of androgens with a C19 skeleton, particularly TES. TES
is then oxidized to form AD, a C19 compound with a 3-keto group. The final and critical
step is the conversion of AD to testololactone. In this sense, BYMOs catalyze the insertion
of an oxygen atom into the 3-keto group of AD, which results in the formation of a C19
lactone ring in testololactone (29).
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The activity of a bacterial steroid monooxygenase, mediated by BVMOs, introducing
an oxygen atom between the C17 and C20 carbons of PROG, was first demonstrated in
the gram-positive actinomycete Rhodococcus rhodochrous (formerly Nocardia corallina)
by Miyamoto et al. (31). The gene encoding this enzyme was cloned by Morii et al. (32),
and the protein was structurally characterized by Franceschini et al. (33). The properties
of the enzyme differed considerably from those of the corresponding fungal monooxy-
genases because it catalyzed oxidative esterification of PROG to testosterone acetate
(TES-Ac) as well as its 11(a/B)-hydroxy derivatives, but the lactonization of AD was not
observed. Although these studies confirm the presence of a PROG-transforming enzyme
in this microorganism, they did not describe the PROG catabolic pathway. Other BMVOs
from Xanthobacter, Comamonas, and Rhodococcus have been cloned and assayed by Van
Beilen et al. (34), but none of them showed activity on PROG.

In this work, we have studied the PROG catabolism using as a model the gram-neg-
ative alphaproteobacterium Novosphingobium tardaugens NBRC 16725 (described as
strain ARI-1) and now renamed as Caenibius tardaugens (35). This bacterium was isolated
at a sewage treatment plant in Tokyo, Japan, due to its ability to use estrogens as the
only carbon and energy source (36). Its curated genome is now available (37), and it
was used as a model to elucidate the E2 and TES degradation pathways (21, 22) (Fig. 1).
Here, for the first time, we identify the genes and characterize the enzymes involved in
the PROG degradation pathway in a bacterium capable of degrading a large variety of
endocrine disruptors.

RESULTS
C. tardaugens grows on a wide range of steroids

Figure 2 shows that C. tardaugens is able to use different steroids as sole carbon and
energy sources. C. tardaugens efficiently uses different C18 and C19 steroids without
side chains such as E2, estrone, and estriol (22), AD, ADD, TES, dehydroepiandrosterone
(DHEA), TES-Ac, and testosterone cypionate (TES-Cyp) (Fig. 2A), as well as steroids with
different side chain lengths such as deoxycholate (dCholate), cholate, pregnenolone
(PREG), and PROG (Fig. 2B). Cyclodextrins (CDX) used to solubilize steroids are not
metabolized by this strain. These results confirm that C. tardaugens is the only tested
gram-negative bacterium capable of degrading a wide variety of steroid substrates. This
ability suggests that it is equipped with a great arsenal of metabolic pathways and
makes it an excellent model for studies on the biodegradation of steroidal endocrine
disruptors. To date, we have identified and characterized the metabolic pathways to
degrade estrogens (C18 steroids) and androgens (C19 steroids) in this strain (21, 22), but
the key drivers responsible for degrading steroids containing side chains at C17, such
as progesterone, have not been described yet. Based on this, we decided to investigate
the pathway responsible for PROG metabolism. Although PROG is one of the central
EDC pollutants, to date, the microbial genes involved in its degradation have not been
identified and/or described.

A transcriptomic analysis of C. tardaugens grown on progesterone reveals the
presence of the pdc cluster

To identify the genes involved in the degradation of PROG, we performed RNA-seq
analysis. Total RNA was extracted from C. tardaugens cultured in PROG and in TES, as the
control condition. The differential expression analysis of these data yielded 36 differen-
tially expressed genes (DEGs) out of the 4,080 genes encoded in the genome (Table S1).
Among the 36 DEGs, 33 were upregulated with a fold change (FC) > 2 and only 3 were
downregulated in PROG with FC < -2 (Fig. S1), suggesting that there are few differences
between the TES and PROG degradation pathways, most probably because both might
converge at a certain point. Previous transcriptomic data of this strain allowed us to
describe in detail the TES degradation cluster (SD cluster) and the E2 degradation cluster
(edc cluster) of C. tardaugens through differential expression analysis in the presence of
TES or E2 vs pyruvate (20, 21).
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FIG 1 Scheme of all the steroid-degrading routes described in C. tardaugens. The progesterone degradation pathway described in this work is highlighted
in blue. The testosterone degradation pathway is marked in green while the estrogen degradation pathway is colored in pink, and both are described by
Ibero et al. (20, 21). PREG, pregnenolone; DHEA-Ac, androstenediol acetate; BOL-Ac, boldenone acetate; DHEA, dehydroepiandrosterone; BOL, boldenone;
3-HSA, 3-hydroxy-9,10-secoandrosta-1,3,5(10)-triene-9,17-dione; E1, estrone; 4-OHE1, 4-hydroxyestrone; HIP, 3a-H-4a(3"-propanoate)-7a-B-methylhexahydro-1,5-
indanedione; LLM, luciferase-like monooxygenase; 33-HSD, 3-hydroxysteroid dehydrogenase; 173-Hsd, 17B-hydroxysteroid dehydrogenase; KstD, 3-ketosteroid-
A1-dehydrogenase; KshAB, 3-ketosteroid 9a-hydroxylase; EdcA, estrone 4-hydroxylase.

Figure 3 presents a comparison of the transcripts per kilobase million (TPMs) of
each gene expressed in PROG vs TES, highlighting the most upregulated genes that
may play a role in PROG metabolism. The highest level of upregulation FC > 5 was
observed in seven genes grouped in three different clusters: EGO55_04225-04235,
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FIG 2 (A) Growth curves of C. tardaugens NBRC 16725 on different C19 steroids. The values represented are the mean of three independent biological replicates.
(B) Growth curves of C. tardaugens NBRC 16725 on different steroids with side chain. Cholate, sodium cholate. The values represented are the mean of three

independent biological replicates.

EGO55_13845-EGO55_13860, and EGO55_14520-EGO55_14525. The EGO55_04225-04235
cluster encodes a hypothetical protein, a Dabb family protein, and a NADP-dependent
oxidoreductase, showing an FC of 9, 15, and 11, respectively (Table S1). EGO55_14520
encodes a tyrosine phosphatase with an FC of 8, while EGO55_14525 encodes an
short-chain dehydrogenase/reductase (SDR) family oxidoreductase with an FC of 15
(Table S1). Notably, the highest FC values were found for the cluster containing the
EGO55_13845 and EGO55_13860 genes, encoding a BVMO and a luciferase-like monoox-
ygenase (LLM) with values of 139 and 32, respectively. Within this cluster, two additional
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N " 1. 13845 - Baeyer-Villiger monooxygenase
i 2. 13860 - luciferase-like monooxygenase
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FIG 3 Distribution of the DEGs according to their expression in progesterone or testosterone expressed in TPMs. Red dots represent DEGs with FC > 2 and false
discovery rate (FDR) < 0.05, while blue dots represent DEGs with FC < —2 and FDR < 0.05. Gray dots correspond to genes showing 2 > FC > —2. The seven DEGs
more overexpressed are marked from 1 to 7 with their locus tag. SDR: short-chain dehydrogenase/reductase.
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genes, EGO55_13850 and EGOS55_13855, encoding transcriptional regulators, are not
induced in PROG, displaying FC values of —1 and 3, respectively (Table S1). This cluster is
12.8 kb distant from the SD cluster (TES degradation) (20) and 51.4 kb distant from the
edc cluster (E2 degradation) (21), and therefore, in principle, the detected cluster cannot
be directly associated with these degradation pathways. Considering the high level of
upregulation of the EGO55_13845-EGO55_13860 cluster, we have named the pdc cluster
that stands for PROG degradation cluster and selected it for further studies.

Annotation of the pdc cluster

The pdc cluster of C. tardaugens spans 4.6 kb and comprises four genes (Fig. 4).
EGO55_13845 encodes a BVMO that contains a transmembrane domain and a non-cyto-
plasmic domain consisting of a NAD(P)-binding Rossmann-like domain and an FAD-bind-
ing domain. Baeyer-Villiger monooxygenases catalyze the oxidation of a ketone group
to an ester group using NAD(P)H and molecular oxygen, with the release of a water
molecule (38). BYMOs can be classified into two main groups depending on whether
they bind FAD or FMN as cofactors (38, 39). Type | BYMOs have two Rossman folds
enabling the protein to bind FAD and NAD(P)H, so that a single protein can perform
the oxidation and reduction activities (33, 40). On the other hand, type Il BYMOs have
the oxygenating and the reducing components in two different proteins: the reducing
component binds NADH and reduces FMN to FMNH,, and the oxygenating component
contains an eight-stranded a/B-barrel to bind FMNH, and molecular oxygen to perform
the oxidation (41). The Baeyer-Villiger reaction has been described in several BYMOs from
fungi and other bacteria due to their interest as a high regio-, stereo-, and enantioselec-
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FIG4 Gene organization of the pdc cluster in C. tardaugens compared to other related bacteria.
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tive biocatalyst over different aliphatic and aryl ketones and steroids. BVMOs catalyze the
insertion of an oxygen atom into ketone substrates to generate lactones or esters.

EGO55_13845 encodes a type | BMVO with a 30.4% amino acid sequence identity
to that of R. rhodochrous that transforms PROG into TES-Ac in vitro (31-34). A large
number of putative type | BVMOs are encoded in the C. tardaugens genome, sharing
varying degrees of similarity. One of the most intriguing is the BYMO encoded by the
EGO55_06865 gene, located 1.4 Mbp away from the pdc cluster. This BVMO shares a
47.6% amino acid sequence identity with the BVMO from R. rhodochrous and a 53.0%
amino acid sequence identity with the BVMO encoded by EGO55_13845. However,
the transcriptomic analysis showed that the EGO55_06865 gene is not differentially
expressed. Moreover, the TPMs for EGO55_06865 were around 50, while those for
EGO55_13845 were above 4,000 (Table S1), suggesting that EGO55_06865 is likely not
involved in PROG metabolism, or at least cannot be induced under the culture con-
ditions used in this study. BVMOs highly similar to EGO55_13845 can be found in
other well-known steroid-degrading bacteria, such as Croceicoccus estronivorus MH-B5,
Novosphingobium aromaticivorans DSM 12444, and C. testosteroni TA441, sharing 79%,
71%, and 47% protein sequence identity, respectively (Fig. 4). Interestingly, the BVMO
(CTTA_RS14345) from C. testosteroni TA441 shares 47% identity with EGO55_13845 but a
55% identity with EGO55_06865. Two putative regulatory genes are located in the pdc
cluster. EGO55_13850 gene encodes a TetR/AcrR family transcriptional regulator, whereas
the EGO55_13855 gene encodes a helix-turn-helix transcriptional regulator belonging to
the LuxR family. The EGO55_13850 gene is slightly downregulated, showing an FC of —1
(Table S1). This might suggest that the encoded regulator may operate as a repressor
of the pdc cluster, according to the main function of the TetR-like regulator (42). In
contrast, the expression of the EGO55_13855 gene was upregulated in the presence of
PROG with an FC of 3 (Table S1), suggesting that the encoded regulator might act as an
activator. Curiously, the TES degradation pathway in C. testosteroni TA441 is induced by
TesR, a similar LuxR-type transcriptional regulator (43). Both regulators have homologous
proteins in other bacteria with an amino acid sequence identity ranging from 55 to
78% (Fig. 4). However, no homologous gene to EGO55_13850 was found in the genome
of Novosphingobium arvoryzae KCTC 32422 having a similar pdc cluster to that of C.
tardaugens (Fig. 4).

Finally, the EGO55_13860 gene encodes an LLM containing one luciferase-like domain
characterized by displaying a triose-phosphate isomerase (TIM)-barrel folding, which
is the typical domain present in type Il BYMOs (41). There are only a few biochemi-
cal studies involving this kind of BVMOs, probably because the catalysis involves a
two-protein complex, one monooxygenase and one reductase. The LLM EGO55_13860
present in the pdc cluster might be the oxygenation component in the Baeyer-Vil-
liger reaction requiring a flavin reductase. The EGO55_13865 gene located next to
EGO55_13860 encoded a protein annotated as a NADP-dependent oxidoreductase,
and according to the transcriptomic analysis, its expression remains below 30 TPMs
in the presence of PROG with an FC around —1. Therefore, we cannot ascribe this
reductase to the second component providing the flavin reductase required for the LLM
activity. There is only one flavin reductase within the C. tardaugens genome encoded
by the EGO55_18005 gene located distant from the pdc cluster. Its expression in the
transcriptome is around 100 and 170 TPMs in PROG and TES conditions, respectively,
with an FC of —1 (Table S1). These values are far from the TPMs > 1,700 and FC >
30 observed for EGO55_13860, but the low expression levels might be enough for its
reduction activity, avoiding excessive metabolic burden in the bacterial cell. The LLM
EGO55_13860 has no other homologous proteins in the C. tardaugens genome. However,
LLM homologs can be found in other steroid-degrading bacteria, such as MB02_15840,
IE113_RS08665, and Saro_3594 from C. estronivorus MH-B5, N. arvoryzae KCTC 32422, and
N. aromaticivorans DSM 12444, sharing 92%, 87%, and 88% of protein sequence identity,
respectively (Fig. 4). No LLM EGO55_13860 homologous proteins were found in the
PROG-degrading bacterium C. testosteroni TA441 (Fig. 4). However, it is worth mentioning

Month XXXX Volume 0 Issue 0

mBio

10.1128/mbio.01077-25 7

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/mbio on 30 May 2025 by 161.111.105.147.


https://doi.org/10.1128/mbio.01077-25

Research Article

that Mycolicibacterium smegmatis is able to use C19 steroids when the ADD+ cluster is
derepressed (44). Interestingly, this ADD+ cluster contains an LLM protein encoded by
MSMEG_4862, having 28% aa identity with LLM EGO55_13860, which can explain why
M. smegmatis can use PROG as substrate after activation of the ADD+ cluster (personal
communication).

BVMO and LLM are key enzymes in PROG degradation

The EGO55_13845 and EGO55_13860 genes encoding the BVMO and LLM enzymes,
respectively, were deleted in C. tardaugens in order to prove their role in the PROG
degradation pathway. Through bacterial conjugation and using the suicidal plasmid
pk18msg (Table 1), harboring the 700 bp upstream and downstream regions of
EGO55_13845 and EGO55_13860, two new strains were obtained: C. tardaugens ABVMO
and C. tardaugens ALLM. Both mutants showed a similar growth to that of the wild-type
(WT) strain when growing in nutrient broth (NB), suggesting that EGO55_13845 and
EGO55_13860 are not essential genes for C. tardaugens basal metabolism. However,
unexpectedly, when both strains were cultured in the presence of 1.71 mM PROG as
sole carbon and energy source, both mutants were able to grow, although a longer lag
phase was observed in the C. tardaugens ALLM mutant (Fig. 5A). These results might
suggest that both enzymes are not involved in the metabolism of PROG, but consider-
ing that both enzymes could display similar activities, they can provide an enzymatic
redundancy. Even more, considering that BYMO is very similar to that EGO55_06865, this
enzyme might take its function.

To determine a possible redundancy in the function of both enzymes, we con-
structed a double mutant performing the mutation of BVMO in the C. tardaugens
ALLM strain, yielding the C. tardaugens ALLM-BVMO strain. Supporting the redundancy
hypothesis, the double mutant did not grow when cultured with 1.71 mM PROG as
sole carbon and energy source (Fig. 5A). To further confirm that BYMO and LLM are
required to metabolize PROG, the C. tardaugens ALLM-BVMO strain was transformed with
plasmid pSEVA23_BVMO-LLM, harboring the EGO55_13845 and EGO55_13860 genes
under the expression of Pjys promoter, thus resulting in the new strain C. tardaugens
ALLM-BVMO (pSEVA23_BVMO-LLM). As control, C. tardaugens ALLM-BVMO mutant was
transformed with the pSEVA237plexA empty vector, yielding the C. tardaugens ALLM-
BVMO (pSEVA237plexA) strain. When both strains were cultured with PROG as the
sole carbon and energy source, only the complemented C. tardaugens ALLM-BVMO
(pSEVA23_BVMO-LLM) strain recovered the ability to grow (Fig. 5A), demonstrating that
the double mutant has no additional mutations that can impair its growth in PROG.

Using the C. tardaugens ALLM and C. tardaugens ABVMO mutants, we searched for
the presence of intermediate compounds from PROG degradation in the extracellular
medium from their cultures in the presence of 1.71 mM PROG. Samples were taken
every 3 h, and total steroids were extracted with chloroform to be analyzed by high-
performance liquid chromatograph with mass spectrometry (HPLC-MS). After 24 h of
culture, PROG is still detected in the culture medium of C. tardaugens ALLM mutant when
compared to the wild-type strain, but a new peak was detected in the chromatograms
(Fig. 5B). The fragmentation pattern of this peak indicated a molecular weight of 313
[M+H]*, which might correspond to a dehydrogenated version of PROG. This finding was
confirmed by comparing this peak with the peak of commercial 1,2-dPROG (Fig. 5C). In
cultures of C. tardaugens ALLM, most of the PROG was transformed into 1,2-dPROG after
30 h and no substrate was observed after 39 h (Fig. S2). 1,2-dPROG was also detected
after 18 h in the supernatants of cultures of the C. tardaugens ABVMO strain, even though
this mutant did not show a longer lag phase when compared to the wild-type strain.
However, in this case, all 1,2-dPROG and PROG were consumed after 24 h of cultivation
(Fig. S3).

In the case of the C. tardaugens ALLM-BVMO strain, cells were cultured in a medium
containing glucose as carbon and energy source and 1.71 mM PROG to detect possible
intermediates. As expected, 1,2-dPROG was detected in the medium, and it remained
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TABLE 1 Bacterial strains, plasmids, and primers used in this study

mBio

Strain, plasmid, or primer Genotype and/or description Reference or sequence
Strains
C. tardaugens
NBRC 16725 Wild-type strain 27)
ABVMO NBRC 16725 AEGO55_13845 This work
ALLM NBRC 16725 AEGO55_13860 This work
ALLM-BVMO NBRC 16725 AEGO55_13845-13860 This work
ALLM-BVMO NBRC 16725 AEGO55_13845-13860 with pSEVA23pLexA-EGO55_13845-13860 This work
(pSEVA23_BVMO-LLM)
ALLM-BVMO NBRC 16725 AEGO55_13845-13860 with pSEVA237pLexA This work
(pSEVA237plexA)
E. coli
HB101 supE44, ara14, galK2, leuB, lacY1, A(gpt-proA)62, rpsL20, xyl-5, mtl-1, recA13, (45)
A(merC-mrr), hsdS20, (B, mB’), Sm"
DH10B F~, mcrA, A(mrr, hsdRMS-mcrBC), 80dlacZAM15, AlacX74, deoR, recA1, araD139, Invitrogen, UK
A(ara-leu)7697, galU, galK, N, rpsL, endA1, nupG
DH10B DH10B with pK18EGO55_13845 This work
(pK18EGO55_13845)
DH10B DH10B with pK18EGO55_13860 This work
(pK18EGO55_13860)
DH10B (pSEVA23_BVMO- DH10B with pSEVA23pLexA-EGO55_13845-13860 This work
LLM)
DH10B (pSEVA237plexA) DH10B pSEVA237pLexA This work
BL21(DE3) F~, ompT, hsdSB (rB” mB") gal, dcm ADE3 (harboring gene 1 of the RNA polymerase  (46)
from phage T7 under the Pj4cyys promoter)
BL21(DE3) BL21(DE3) with pET-29(+) EGO55_13845 This work
(pET-29(+)BVMO)
BL21(DE3) (pET-29(+)LLM) BL21(DE3) with pET-29(+) EGO55_13860 This work
BL21(DE3) [pET-29a(+)] BL21(DE3) with pET-29(+) This work
Plasmids
PRK600 Cm", ColE1 oriV, RP4 oriT; helper plasmid necessary for triparental mattings (47)
pK18msg KmR, ColE oriV, Mob", lacZa, sacB; vector for gene deletion via homologous (46)
recombination
pK18EGO55_13845 pK18mobsacB derivative containing the upstream and downstream fragments of ~ This work
EGO55_13845 cloned with Bsal for directed mutagenesis
pK18EGO55_13860 pK18mobsacB derivative containing the upstream and downstream fragments of ~ This work
EGO55_13860 cloned with Bsal for directed mutagenesis
pSEVA237plexA Km", pBBR1 oriV/, constitutive expression of gfp gene under the control of the Peys  (48)
promoter
pSEVA23_BVMO-LLM pSEVA237pLexA where the gfp gene was replaced by EGO55_13845-13860 between This work

PET-29a(+)
pET-BVMO
pET-LLM

Primers
EGO55_13845UpFw_Bsal
EGO55_13845UpRv_Bsal
EGO55_13845DwFw_Bsal
EGO55_13845DwRv_Bsal
EGO55_13860UpFw_Bsal
EGO55_13860UpRv_Bsal
EGO55_13860DwFw_Bsal
EGO55_13860DwRv_Bsal

Xbal and Spel
Cloning and expression vector, Km", ColE1 oriV, T7 promoter
pET-29 containing the EGO55_13845 gene
pET-29 containing the EGO55_13860 gene
Amplification of the fragment upstream EGO55_13845 (Bsal)
Amplification of the fragment downstream EGO55_13845 (Bsal)

Amplification of the fragment upstream EGO55_13860 (Bsal)

Amplification of the fragment downstream EGO55_13860 (Bsal)

Novagen, Germany
This work
This work

5-CACATGGTCTCTTCTTGTCGATATCACCGATCA-3’
5-CACATGGTCTCGTCATCCCCGTTACTGTTCTGAT-3"
5-CACATGGTCTCGATGACTTGTCTGATATCTGTTGGA-3"
5-CACATGGTCTCGTTCCCACTTATGACACGAAAGC-3"
5-CACATGGTCTCTTCTTGGTCGGCAATGATC-3"
5-ACATGGTCTCGTCATCATGCCCTGATTTATGTC-3’
5-CACATGGTCTCGATGACCTTCTCTCCCGAGCT-3"
5-CACATGGTCTCGTTCCCGAACAACTCTGCCTAT-3"

Month XXXX Volume 0

Issue 0

(Continued on next page)

10.1128/mbio.01077-25 9

Downloaded from https://journals.asm.org/journal/mbio on 30 May 2025 by 161.111.105.147.


https://doi.org/10.1128/mbio.01077-25

Research Article mBio

TABLE 1 Bacterial strains, plasmids, and primers used in this study (Continued)

Strain, plasmid, or primer Genotype and/or description Reference or sequence
EGO55_13845FwXbal Amplification of EGO55_13845 (Xbal-Sphl) 5’-ATATTCTAGAAAGGAGGTGAATATGTCCTCTGTGAATAACGGGT-3"
EGO55_13845RvSphl 5’-ATATGCATGCCTAGCTGATGACGTAATCGG-3"
EGO55_13860FwHindlll Amplification of EGO55_13860 (Hindlll-Spel) 5’-ATATAAGCTTAAGGAGGTGAATATGAAGTTTTCCATCATTTATGAA-3’
EGO55_13860RvSpel 5’-ATATACTAGTTCAGCCAGCCACAGTTTCAA-3"
GibEGO55_13845Fw Amplification of EGO55_13845 and cloning by Gibson assembly 5'-TAAGAAGGAGATATACATATGTCCTCTGTGAATAACG-3"
GIibEGO55_13845Rv 5’-GTGGTGGTGGTGGTGGTGGCTGATGACGTAATCG-3’
GibEGO55_13860Fw Amplification of EGO55_13860 and cloning by Gibson assembly 5’-TAAGAAGGAGATATACATATGAAGTTTTCCATCATTTA-3’
GIibEGO55_13860Rv 5’-GTGGTGGTGGTGGTGGTGGCCAGCCACAGTTT-3’
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FIG 5 (A) Growth curve of C. tardaugens WT, ABVMO, ALLM, ALLM-BVMO, ALLM-BVMO (pSEVA23_BVMO-LLM), and ALLM-BVMO (pSEVA237plexA) strains on
1.71 mM PROG. (B) High-performance liquid chromatograph with mass spectrometry (HPLC-MS) analysis of the organic phase extracted from C. tardaugens WT
(turquoise) and ALLM strain (blue) culture grown in progesterone for 24 h. Peak 1 corresponds to progesterone, and peak 2 corresponds to 1,2-dPROG. (C) Mass
spectra of peak 1, corresponding to PROG. (D) Mass spectra of peak 2, corresponding to 1,2-dPROG.

stable throughout 96 h of cultivation (Fig. S4), demonstrating that this mutant is capable
of transforming PROG into the 1,2-dPROG intermediate, but is not able to use PROG as a
carbon and energy source.

BVMO and LLM catalyze the transformation of PROG into TES-Ac

To determine the precise role of BVMO and LLM enzymes in PROG catabolism, we
performed in vitro biochemical assays with BVMO and LLM using PROG as substrate.

We initially conducted enzymatic assays using crude protein extracts from C
tardaugens WT and mutant strains cultured in PROG, but we were unable to detect the
formation of TES-Ac (Fig. S5), most probably due to the low expression of the enzymes.
Therefore, to further characterize their activities, we overexpressed the enzymes in a
heterologous system. To this aim, the genes encoding BVMO and LLM were cloned in the
pET29a(+) expression vector, yielding pET-29(+)BVMO and pET-29(+)LLM, respectively.
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FIG 6 (A) Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of the organic phase extracted from the enzymatic reaction of progesterone with crude
extracts from E. coli BL21(DE3) (pET-29(+)BVMO) (orange), E. coli BL21(DE3) (pET-29(+)LLM) (purple) and E. coli BL21(DE3) [pET29(+)] (turquoise). Commercial
testosterone acetate is represented in blue. Peaks correspond to (1) TES-Ac, (2) PROG, and (3) cholestenone (ISTD). (B) Mass fragmentation pattern of peak 1 in

GC-MS. (C) Mass fragmentation pattern of peak 2 in GC-MS. (D) Mass fragmentation pattern of peak 3 in GC-MS.

Both plasmids were transformed in E. coli BL21(DE3), and the enzymes were overex-
pressed (Fig. S6). Crude protein extracts were used to perform an in vitro enzymatic
assay using PROG and NAD(P)H as substrates (see Materials and Methods). After 30 min
of reaction, the steroids were extracted and analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and compared to the control with the empty plasmid pET29(+).
Both BVMO and LLM enzymatic assays deliver a new peak when analyzed by GC-MS (Fig.
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6A). According to its fragmentation pattern and the NIST Mass Spectral Database, it was
identified as TES-Ac (Fig. 6B). This result confirmed that pdc-encoded BVMO and LLM are
able to transform PROG into TES-Ac through a Baeyer-Villiger oxidation.

BVMO and LLM exhibit differential activity on PROG derivatives

We have demonstrated that the BVMO and LLM enzymes have an important role in
PROG catabolism in C. tardaugens. However, they exhibit redundancy in their enzy-
matic reactions, as both monooxygenases catalyse a Baeyer-Villiger oxidation of PROG,
leading to the formation of TES-Ac. To explore new substrates for both monooxygena-
ses and evaluate the different activities that may explain their essential role in the
PROG degradation pathway, an enzymatic assay using progesterone-related steroids
was conducted. Crude extracts from E. coli BL21(DE3) containing pET-29(+)BVMO and
PET-29(+)LLM plasmids were obtained. The enzymatic activity was analyzed on four
steroids: PROG as the native substrate, 1,2-dPROG as the intermediate detected in PROG
degradation, 21-hydroxyprogesterone (21-OHPROG) as a steroid having a modification
on the side chain, and PREG as the reduced and isomerized PROG derivative. The activity
of the BVMO was assessed by measuring the decrease in absorbance of 0.2 mM NADPH
at 340 nm when 0.5 mM of substrate was added. To assess the basal consumption
of NADPH of the crude extract, NADPH was added with no substrate. The BVMO
EGO55_13845 exhibited the highest specific activity on PROG and PREG (70.4 and
68.5 U/mg, respectively) (Table 2), indicating that, among all the substrates tested, PROG
and PREG are preferred by the enzyme, with no significant difference between them.
Nevertheless, when 1,2-dPROG was tested as substrate, the specific activity dropped to
41 U/mg, suggesting that the new double bond between C1 and C2 may hinder the
proper positioning of this steroid in the substrate binding site. The lowest specific activity
was observed in the presence of 21-OHPROG (8.7 U/mg) (Table 2), which is an expected
result due to the fact that the hydroxyl group next to the ketone group may cause a
steric hindrance in the protein’s active site. The specific activity of the LLM enzyme was
defined as the nanomole of substrate consumed per minute per milligram of protein, as
measuring NADH consumption would be an indirect method due to the involvement of
a reducing partner in the reaction. The reaction was initiated by adding 5 mM NADH, and
samples were collected after 5 and 30 min for analysis via HPLC-MS. LLM exhibited similar
specific activity with PROG, PREG, and 1,2-dPROG (10.1, 12.5, and 14.7 U/mg, respec-
tively) (Table 2), with 1,2-dPROG showing a slightly higher value. As observed in the
BVMO assays, the specific activity of LLM on 21-OHPROG was the lowest, reaching only
6.4 U/mg. Additionally, after 30 min of incubation, PROG and PREG remained detectable
in the sample, while 1,2-dPROG and 21-OHPROG were no longer detected (Fig. S7 to
S9). Although these enzymatic assays with both monooxygenases were performed using
crude extracts and cannot be directly compared, it is evident that each enzyme exhibits
distinct substrate activities, which may explain their specific biological roles within the
pdc cluster. While BVMO preferred substrates are PROG and PREG, LLM exhibits similar

TABLE 2 Specific activity over different substrates of crude extracts containing BYMO EGO55_13845 or
LLM EGO55_13860 from C. tardaugens

Enzyme Substrate Specific activity (U/mg)”

BVMO EGO55_13845 Progesterone 70.4
21-Hydroxyprogesterone 8.7
1,2-Dehydroprogesterone 4
Pregnenolone 68.5

LLM EGO55_13860 Progesterone 10.1
21-Hydroxyprogesterone 6.4
1,2-Dehydroprogesterone 14.7
Pregnenolone 12.5

9For BVMO, specific activity is defined as the amount of NADPH (nmol) consumed per minute per milligram
of protein. For LLM, specific activity is defined as the number of nmol of substrate consumed per minute per
milligram of protein.
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activity on PROG, PREG, and 1,2-dPROG, suggesting that the substrate binding domain of
LLM can accommodate steroids with structural modifications in ring A. Both monooxy-
genases share the common trait that any modification in the side chain of PROG (e.g.,
hydroxylation) hinders their activity. In order to precisely identify the product obtained
in the enzymatic assays, the samples were analyzed by GC-MS. When 1,2-dPROG was
used as substrate, both monooxygenases produced boldenone acetate (BOL-Ac) (Fig. S7).
PREG was transformed into androstenediol 17-acetate (Fig. $8), and despite a low specific
activity, 21-OHPROG was oxidized into testosterone 2-hydroxyacetate (Fig. S9).

These data suggest that BYMO and LLM are induced in order to catalyze a Baeyer-Vil-
liger oxidation on PROG to produce TES-Ac in vivo. However, when PROG enters the cell,
a fraction of PROG can be dehydrogenated, before being transformed into TES-Ac, by
a 3-ketosteroid-A1-dehydrogenase (KstD) to yield 1,2-dPROG, requiring the involvement
of enzymes capable of performing monooxygenation on both substrates, PROG and
1,2-dPROG. We suggest that in C. tardaugens, 1,2-dPROG monooxygenation activity
might be supplied mainly by LLM EGO55_13860. This hypothesis is supported by the
longer lag phase observed in the ALLM mutant strain growing on PROG (Fig. 5A), where
the accumulation of 1,2-dPROG is observed up to 39 h of growth (Fig. S2).

C. tardaugens PROG metabolism is linked to TES metabolism

Taking all these results into account, PROG catabolism in C. tardaugens likely begins with
the transformation of PROG into TES-Ac, enabling its entry into the 9,10-seco pathway
(20) (Fig. 7). However, we have to consider that PROG can also be dehydrogenated by
a KstD to form 1,2-dPROG, an enzyme widely distributed in steroid-degrading bacteria
(49-51). KstDs are deeply studied, and mutants in their encoding genes are currently
used to accumulate C19 and C21 steroids as pharmaceutical synthons (52-55).

Then, PROG and 1,2-dPROG can undergo a Baeyer-Villiger monooxygenation
performed by either BVMO EGO55_13845 or LLM EGO55_13860 to form TES-Ac or
BOL-Ac, respectively. The fact that 1,2-dPROG is an intermediate in PROG metabolism

o o]
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NAD(P)H NAD(P O (0] o]
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FIG 7 Proposed progesterone degradation pathway in C. tardaugens NBRC 16725. Enzymes catalyzing the reaction are marked in bold, and their proposed

encoding genes are specified in brackets. The compounds detected in this work are colored in blue. Compound names are indicated with an abbreviation: 3-HSA,
3-hydroxy-9,10-secoandrosta-1,3,5(10)-triene-9,17-dione. Enzyme names are BVMO; LLM; 173-Hsd, 17B-hydroxysteroid dehydrogenase; KshAB, 3-ketosteroid

9a-hydroxylase.
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does not necessarily imply that the first step of PROG degradation is a C1 dehydrogena-
tion. The C1 dehydrogenation by KtsD enzymes could also occur after the Bayer-Villiger
reaction on PROG. In fact, since the accumulated 1,2-dPROG disappears over time, this
suggests that the Bayer-Villiger reaction can also occur on 1,2-dPROG, leading to the
formation of BOL-Ac instead of TES-Ac.

The transformation of TES-Ac or BOL-Ac into TES or boldenone (BOL) could be carried
out by an unknown steryl acetyl hydrolase (56). In this sense, the gene EGO55_18125
from C. tardaugens is annotated as an acetyl hydrolase. The transcriptomic analysis
indicates that this gene is neither induced nor repressed, since its TPMs are between 7
and 9 in both PROG and TES conditions. Nevertheless, lipases have also been described
to hydrolyze TES esters (57), and we cannot rule out the possibility that lipases or other
hydrolases in C. tardaugens may play this role.

Once TES or BOL are formed, they enter the TES degradation pathway previously
described by Ibero et al. in C. tardaugens, where TES and BOL are oxidized into
AD and ADD, respectively, by the 3,17B-hydroxysteroid dehydrogenase encoded by
the EGO55_02230 gene (20). AD is dehydrogenated into ADD by a KstD, which is
further hydroxylated by a 3-ketosteroid 9a-hydroxylase that opens the steroidal ring
A, facilitating its subsequent mineralization via the 9,10-seco pathway.

DISCUSSION

In spite of the fact that PROG is a critical EDC contaminant, the genes involved in its
degradation pathway in bacteria have not been elucidated yet, and the few studies
concerning this topic only describe some of the possible intermediates of its degradation
pathway. Thus, when Liu et al. studied the aerobic degradation of PROG and norges-
trel by bacteria from activated sludge, they detected AD, ADD, 17B-boldenone, TES,
6,7-dehydroprogesterone, and 1,2-dPROG as intermediates in the culture medium (28).
They proposed that PROG undergoes different transformations ending up in ADD or
17B-boldenone, which are finally mineralized. Horinouchi et al. also suggested that PROG
was transformed somehow into AD and then degraded through the well-described
9,10-seco pathway, but the genes that channel PROG into this degradative pathway were
not described (20). Moreover, although a BYMO able to transform PROG into TES-Ac has
been isolated in R. rhodochrous (34), the PROG catabolic pathway was not described in
this microorganism.

Taking advantage of the fact that C. tardaugens is able to efficiently use many
different steroids including PROG and that we had developed the genetic tools to
manipulate this microorganism, we have investigated the fundamental steps involved
in the degradation of PROG in bacteria. Because we assumed that most probably the
catabolism of PROG and TES was related, we performed a differential transcriptomic
analysis of the cells cultured in PROG or TES. This analysis revealed the upregulation of
the pdc cluster encoding two monooxygenases: a type | BYMO encoded by EGO55_13845
and an LLM encoded by EGO55_18860 that transform PROG into TES-Ac through a
Bayer-Villiger reaction.

As previously mentioned, BYMOs are a well-known family of proteins that perform a
characteristic monooxygenation on a wide range of substrates with a ketone group such
as phenylacetone, 2-octanone, cyclobutanone, and different steroids (58, 59). Kotek et
al. studied the D-lactonization catalyzed by a BVMO from Penicillium camemberti AM83,
which transforms steroids such as PROG, TES, and DHEA into testololactone (59). They
proposed this fungus as a potential biocatalyst for producing steroidal lactones with
novel biologically active applications. The presence of BVYMO was postulated as well
by Javid et al.,, showing the bioconversion of progesterone to testololactone by the
fungus Aspergillus sojae PTCC 5196 through a three-step pathway (17B-acetyl side chain
cleavage, 17B-hydroxyl oxidation, and oxygenative lactonization of 17-ketone) (30). The
specificity of a BVMO from the bacterium gram-positive Dietzia sp. D5 has also been
tested and resulted in a wide substrate range including cyclobutanone, phenylacetone,
PROG, and even sulfides such as thionisole and ethionamide (58). Moreover, the 3D
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structure of a BVMO from R. rhodochrous transforming PROG into TES-Ac has been
solved, leading to the identification of the FAD- and NADP-binding domains and the
substrate binding site (33).

On the other hand, LLM enzymes are less studied, likely due to the complexity
of their catalysis, which involves a complex of two proteins: a monooxygenase and a
reductase. The only known examples are the AbmE2/AbmZ complex from Streptomyces
koyagensis SCSIO 5802, which catalyzes the inactivation of the antimicrobial abysso-
micin 2 to neoabyssomicin B (41), and the 2,5-diketocamphane 1,2-monooxygenases
and 3,6-diketocamphane 1,6-monooxygenases, along with their respective reductases,
involved in the camphor degradation pathway of Pseudomonas putida ATCC 17453 (60,
61).

The functional analyses performed through mutagenesis and subsequent comple-
mentation demonstrated that both enzymes are functionally redundant, meaning they
can catalyze the same reaction. As a result, both enzymes had to be deleted in order to
create a mutant incapable of growing on PROG as its sole carbon and energy source.
The functional analyses carried out with the mutant strains showed that PROG can
be transformed into 1,2-dPROG most probably due to the dehydrogenation activity of
KstD, an enzyme widely distributed in steroid-degrading bacteria (49-51). KstDs are
deeply studied, and mutants in their encoding genes are currently used to accumulate
C19 and C21 steroids as pharmaceutical synthons (52-55, 62). In a previous work, we
demonstrated that the EGO55_13570 gene encodes a KstD involved in TES degradation
in C. tardaugens (20). However, other putative kstD genes, such as EGO55_01175 and
EGO55_03150, are also present within its genome and might play a role in the trans-
formation of PROG into 1,2-dPROG. In this sense, KstDs are known to act on steroid
substrates with or without different side chains in C17, since C1 dehydrogenation is a
fundamental step in steroid catabolism to facilitate aromatization of the A ring (63).
The transcriptomic analysis showed that all kstD genes had an FC between —1 and 1
and a TPM between 2 and 150 (Table S1). This suggests that these genes are likely
equally expressed under both TES and PROG conditions. The finding that 1,2-dPROG is
an intermediate in PROG metabolism does not necessarily indicate that the first step
of PROG degradation is C1 dehydrogenation. This is because C1 dehydrogenation by
KtsD enzymes could also occur after the Baeyer-Villiger reaction on PROG. In any case,
since 1,2-dPROG disappears over time, it suggests that the Baeyer-Villiger reaction can
also take place on 1,2-dPROG, leading to the formation of BOL-Ac instead of TES-Ac.
The presence of functionally redundant BYMO and LLM enzymes in C. tardaugens can
be explained by their distinct substrate preferences. Each enzyme may act differentially
on steroids other than PROG, such as 1,2-dPROG, contributing to the versatility of the
organism’s steroid degradation pathway.

The search for the pdc cluster in other bacteria opens up the possibility of identifying
microorganisms whose ability to degrade PROG has not yet been described. This is
the case of C. estronivorus, formerly known as Altererythrobacter estronivorus, which is
a gram-negative bacterium known to degrade estrogens, although its growth in PROG
has not been tested (64). N. aromaticivorans is a widely studied strain due to its versatile
metabolism, being able to degrade lignin aromatic derivatives and produce valuable
compounds. However, its growth in different steroids has not been assessed yet (65-67).
The case of C. testosteroni is different because it has been demonstrated that it can
grow on TES, PROG, and other steroids like cholic acid as carbon and energy source, but
the genes involved in PROG degradation had not been identified (68). Remarkably, the
pdc homologous genes of N. aromaticivorans are located in the 487 kb plasmid pNL2,
but the BVMO (Saro_3708) and TetR-like regulator (Saro_3709) are 123 kb separated
from the LLM (Saro_3595) and the LuxR-like regulator (Saro_3594) (Fig. 4). Therefore,
this finding suggests that both putative Baeyer-Villiger enzymes have not evolved
together in this bacterium and might play different functions. Moreover, both regulators
might be involved in controlling the expression of the respective accompanying genes.
Why these genes are located contiguously in the genomes of C. tardaugens and C.
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estronivorus cannot be easily explained and requires further studies. This comparative
analysis provides an interesting observation concerning the role of flavin reductases
located close to the pdc cluster, since a flavin reductase was not found near the LLM of N.
aromaticivorans nor the LLM of N. arvoryzae (Fig. 4), suggesting that these LLM enzymes
could be assisted by other flavin reductases located anywhere else in the genome.

MATERIALS AND METHODS
Chemicals

PROG, 21-OHPROG, PREG, TES, TES-Ac, TES-Cyp, AD, ADD, DHEA, E2, sodium chol-
ate, sodium deoxycholate, chloroform, n-hexane, ethyl acetate, and acetonitrile were
purchased from Merck KGaA Sigma (Germany). Randomly methylated (-cyclodextrin
(CDX) was purchased from Cyclolab R&D Ltd. (Hungary). 1,2-dPROG was purchased from
Toronto Research Chemicals (Canada).

Strains and growth media

All bacterial strains, plasmids, and primers used in this study are listed in Table 1.
C. tardaugens NBRC 16725 (formerly known as N. tardaugens) was obtained from
the Leibniz-Institut DSMZ-type culture collection. This strain and all its mutants were
cultured as described (20). C. tardaugens was cultured in NB (Difco) as rich medium at
30°C and 200 rpm in an orbital shaker, while the minimal medium used was M63 (KH,PO4
[136 g/L], (NH4)2SO4 [20 g/L], FeSO4-7H,0 [5 mg/L], pH 7.0) supplemented with 0.39 mM
CaCly, 1 mM MgSOy, and the appropriate carbon source concentration. Steroids stock
solutions were prepared in phosphate-buffered saline (PBS) buffer (per liter, 8 g NaCl,
0.2 g KCl, 1.44 g NayHPQy4, and 0.24 g KH,POy4; pH 6.8) with 70 mM CDX, and the final
concentration in the culture was 13.33 mM CDX and 1.71 mM and 1.89 mM for PROG and
TES, respectively. Escherichia coli DH10B, E. coli BL21(DE3), and E. coli HB101 strains were
grown in lysogeny broth (LB) medium at 37°C and 200 rpm in an orbital shaker. When
needed, rifampicin (50 pg/mL) and kanamycin (50 pg/mL or 10 pg/mL) were added for E.
coliand C. tardaugens strains, respectively.

RNA extraction

Total RNA extraction of C. tardaugens was performed as described (20). Cells from three
biological replicates were first cultured on minimal medium with PROG or TES as carbon
sources until they reached the mid-exponential phase (ODggg = 0.6), when they were
harvested and stored at —80°C. Pellets were then thawed and lysed in 400 uL TE buffer
(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 7.5) with lysozyme (50 mg/mL). Three freezing-thawing
cycles were performed before using the High Pure Isolation Kit (Roche, Switzerland),
followed by DNA-free DNA Removal Kit (Invitrogen, UK) treatment to obtain pure RNA.
Purity and concentration were measured in a ND1000 spectrophotometer (Nanodrop
Technologies, USA), while RNA integrity was checked in an Agilent Technologies 2100
Bioanalyzer (USA).

Transcriptomic analysis (RNA-seq)

Transcriptome sequencing was done by Macrogen NGS Service, using an lllumina TruSeq
RNA library with 6GB/sample sequencing coverage, obtaining fragments of 151 bp
paired-end reads. Bioinformatics analyses were performed by the Bioinformatics and
Biostatistics Service of the Center for Biological Research Margarita Salas (CIBMS-CSIC).
Raw reads data quality was checked using FastQC, and then they were trimmed and
cleaned with Trimmomatic 0.39 (69). After filtration, 55,475,633 trimmed reads were
obtained, and 45,845,222 million high-quality clean reads were mapped to the genome
of C. tardaugens (accession number CP034179) using Bowtie2 2.4.2 (70). Expression
quantification was done using HTSeqg-count 0.13.5 (71), and differential gene expression
analysis was performed using DESeq2 1.32.0 from the R software v.4.3.2. (R: The R Project
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for Statistical Computing; https://www.r-project.org/). Genes presenting an FC > 2 or FC
< -2 and false discovery rate < 0.05 (represented as padj in Table S1) were considered
as differentially expressed. In the dissimilarity matrix shown in the heatmap, the color
scale represents the log2 of median of ratios normalized counts plus one, and the
dendrogram was obtained with the Euclidean distance between genes and the complete
linkage hierarchical method for clustering. The figures were done with the package
ComplexHeatmap (72) in the R software v.4.3.2, indicated before.

Construction of C. tardaugens knockout strains and their complementation

Knockout strains of C. tardaugens were constructed by double homologous recombina-
tion as described (20). Briefly, an upstream and a downstream region of about 700 bp
flanking the gene to delete were amplified and cloned using Bsal in the suicide vector
pK18msg (Table 1), a variant of pk18mobsacB where the multiple cloning site (MCS)
was substituted by type Il restriction enzymes kindly provided by Godoy et al. (46). The
recombinant vector was transformed into E. coli DH10B competent cells as described
(73) and checked by PCR and by sequencing of the cloned region. Then, C. tardaugens
rifampicin resistant was transformed with the suicidal plasmid by triparental conjugation
using E. coli HB101 (pRK600) as helper and E. coli DH10B, harboring the corresponding
vector, as donor (47, 74). The result of the conjugation was plated on NB agar with
10 pg/mL kanamycin and 50 pg/mL rifampicin. Candidates were checked by colony PCR
to ensure that the suicide vector is inserted in the genome. Then, they were cultured
to stationary phase and plated on NB agar with 5% sucrose. Only the clones that were
able to grow in the presence of sucrose and sensitive to kanamycin were checked by PCR
in order to confirm the complete deletion of the gene after the second recombination
event.

C. tardaugens mutants were complemented with plasmids belonging to the
pSEVA collection (pSEVA23) by triparental conjugation as described above. The genes
EGO_13845 and EGO55_13860, previously deleted, were amplified using the primers
indicated in Table 1, cloned in Xbal-Sphl and HindllI-Spel sites, respectively, and expressed
under the Pjgys constitutive promoter expression (48).

Cloning and expression of EGO55_13845 and EGO55_13860

EGO55_13845 and EGO55_13860 genes, encoding a BVMO and LLM, respectively, were
amplified with primers described in Table 1 and cloned separately in the pET-29a(+)
vector using the Gibson Assembly Cloning Kit (New England Biolabs) following the
manufacturer instructions. The resulting pET-BVMO and pET-LLM plasmids were then
electroporated in E. coli BL21(DE3) electrocompetent cells using a Gene Pulser (Bio-Rad,
USA) (75). Transformed strains were cultured in 50 mL of LB with kanamycin (50 pg/mL)
up to an ODgqg of 0.5-0.8 at 37°C and 200 rpm. Then, isopropyl 3-D-1-thiogalactopyrano-
side (IPTG) was added to a final concentration of 0.2 mM to induce gene expression.
Cultures were then kept at 30°C for 3 h. Next, cells were harvested and washed twice
with 0.85% saline solution and finally resuspended in 50 mM phosphate buffer (pH 8.0).
A Branson sonicator (Germany) was used to lyse the cells with three cycles of 10 s at
maximum power and 30 s cooling on ice. Crude extract was centrifuged at 13,000 x g
in a microfuge Sigma 1-15K (Germany) for 15 min at 4°C to obtain the soluble fraction.
Protein concentration was calculated with the Bradford method (76), and overproduction
of proteins was visualized by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (Fig. S6).

Enzymatic assay of BVMO and LLM activities

BVMO activity was assayed in a Shimadzu UV-1900i spectrophotometer (Japan) by
measuring the decrease in absorbance of NADPH at 340 nm (eyappH = 6.22 cm™ mM™)
when the substrate was added. The enzymatic reaction was done in quartz cuvettes
(HELLMA Analytics, 10 mm) containing 0.6 mL of 2 mg/mL of crude extract in 50 mM
sodium phosphate buffer (pH 8.0) at 25°C. Substrate stocks were prepared in methanol at
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50 mM to obtain a final concentration of 0.5 mM, and the reaction started when 0.2 mM
NADPH was added. In this case, 1 unit of specific activity (U/mg) was defined as the
number of nanomoles of NADPH consumed in 1 min per milligram of protein.

The LLM enzymatic assays were performed as follows: 0.6 mL of 4 mg/mL of crude
extract in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5) was added to a 4 mL Clear Vial
(Supelco, USA) with magnetic agitation at 25°C. Substrate stocks were prepared as
described before and added at a final concentration of 0.5 mM, along with 20 uM of
FMN. Reaction started when 5 mM NADH was added. A total of 200 pyL samples was
taken at 0, 5, and 30 min and mixed with 500 pL of chloroform to stop the reaction.
Steroids were extracted and analyzed as described below. Since product standards were
not available, 1 unit of specific activity (U/mg) was defined as the number of nanomoles
of substrate consumed in 1T min per milligram of protein.

To determine the enzymatic activities in protein crude extracts of C. tardaugens,
the WT and mutant strains were grown in 12.5 mL of NB in the presence of 1.71 mM
PROG to ensure EGO55_13845 and EGO55_13860 induction. When the culture reached
the mid-exponential phase (ODggg = 1), cells were harvested and washed twice with
0.85% saline solution. Finally, cells were resuspended in 50 mM phosphate buffer (pH
8.0) and sonicated as described before. Crude extract was centrifuged at 13,000 X g in
a microfuge Sigma 1-15K (Germany) for 15 min at 4°C to obtain the soluble fraction.
Thereafter, 0.6 mL of protein crude extracts was tested in a 4 mL Clear Vial (Supelco,
USA) at a final concentration of 4 mg/mL. PROG was added at a final concentration of
0.5 mM with 20 uM FMN in 50 mM sodium phosphate buffer (pH 7.5). The reaction
conditions were maintained at 25°C with magnetic agitation. Reaction started when
2 mM of NADPH or NADH was added. Samples of 200 pL were taken at 0 and 30 min of
reaction time for their analyses.

Organic phase extraction and chromatographic analysis

The steroidal compounds from the culture media and from the enzymatic assays were
extracted by organic solvent extraction with chloroform as described before (20). Briefly,
two volumes of chloroform were added to the sample, vortexed, and then the organic
phase was extracted, dried, and resuspended in 150 pL of acetonitrile. Extracted steroids
were detected and identified using high-efficiency liquid chromatography coupled to a
photodiode array detector and mass spectroscopy (HPLC-MS) as described in Herndndez-
Fernandez et al. (54). Samples were analyzed in a 1260 Infinity Il (Agilent, USA) with
InfinityLab LC/MSD XT (Agilent, USA), with automatic injector, diode array detector, and
ion trap with electrospray. For the separation method, a Poroshell 120 EC-C18 (4 um; 4.6
x 100 mm) (Agilent, USA) column was used, with a flow rate of 1 mL/min starting with
70% of solvent A (H,O + 0.1% formic acid) and 30% of solvent B (acetonitrile + 0.1%
formic acid) for 5 min, followed by an increase of solvent B to 55% for 20 min and then
reduced back to 30% for 2 min. This rate was finally maintained for 3 min. The elution was
monitored at 195, 210, 230, 250, and 275 nm, and the steroid compounds obtained were
identified, thanks to the commercial standards comparing mass spectra and retention
time.

To identify the steroid compounds, a GC-MS analysis was performed as described
(55). Previously to the steroid extraction, 25 pL of cholestenone 10 mM was added to
each sample as an internal standard. Once extracted, trimethylsilyl ether derivatives were
formed by adding 50 pL of N,O-bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide with trimethylchlor-
osilane (Merck, Germany) and 50 pL of pyridine. This solution was then heated at 80°C
for 20 min. An Agilent 7890A gas chromatograph coupled to an Agilent 5975 C mass
detector (Agilent Technologies, USA) was used for the GC-MS analysis. Mass spectra
were recorded in electron impact mode at 70 eV within an m/z range set between
50 and 550. A 30 m x 0.25 mm i.d. capillary column (0.25 pm film thickness) HP-5MS
(5% diphenyl, 95% dimethylpolysiloxane) (Agilent Technologies, USA) was used with the
chromatograph, and working conditions were a split ratio of 20:1, 320°C for the injector
temperature. Then the column temperature was set at 240°C for 3 min and finally heated
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to 320°C at 5°C min~". In order to identify the compounds obtained, mass spectra and
retention data were compared to those observed in the commercial standards and to
those present in the NIST Mass Spectral Database (NIST 2011).
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