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Pilzliche Peroxygenasen: der Schlissel
zu C-H-Hydroxylierungen und mehr?
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Fungal peroxygenases represent an exciting new enzyme class for stereo-
selective hydroxylation reactions. They are capable of the oxyfunctionali-
sation of a large, diverse scope of substrates including alkanes and
steroids as well as the heteroatoms sulfur and nitrogen. The outstanding
activities and stabilities as well as their reliance on hydrogen peroxide as
co-substrate renders it a highly interesting biocatalyst.
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B Die spezifische Aktivierung von C-H-Bin-
dungen in einem Reaktionsschritt stellt eine
der groBen Herausforderungen der organi-
schen Chemie dar. Eine effektive, direkte
sowie stereoselektive Hydroxylierung von
C-H-Bindungen konnte zahlreiche industriell
relevante Synthesewege verkiirzen und late
stage functionalisations (LSF) ermoglichen.
Die Enzymklasse der P450-Monooxygenasen

(Abb. 1A) ist in der Lage, eben diesen Reak-
tionstypus in wassriger Umgebung und bei
Raumtemperatur chemo-, regio- und stereo-
selektiv zu katalysieren.

Die neue Enzymklasse der
Peroxygenasen aus Basidiomyceten
Basidiomyceten (Stdnderpilze) stellen eine
interessante Quelle fiir biotechnologisch rele-
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A Abb. 1: Vergleich von P450-Monooxygenasen und pilzlichen Peroxygenasen. A, P450-Mono-
oxygenasen bestehen im Allgemeinen aus zwei bis drei assoziierten Proteinkomplexen, dem Ham-
Reaktionszentrum (P450) und einer NADPH-Cytochrom-P450-Oxidoreduktase (FAD). Bei den pilz-
lichen Peroxygenasen (long type-UPOs) liegt das Enzym als monomere Struktur vor. Der inkorpo-
rierte Sauerstoff entstammt dem Ko-Substrat Wasserstoffperoxid (H,0,). FMN: Flavinmononukle-
otid. B, Beispielreaktionen von UPO aus Agrocybe aegerita (AaeUPO) mit einer hohen Aktivitat
sowie Enantioselektivitdt. Unter Verwendung von enzymatischen in situ-Wasserstoffperoxid-Gene-
rierungssystemen konnten fiir die Hydroxylierung von Ethylbenzol (links) sowie die Epoxidierung
von cis-B-Methylstyrol (rechts) hohe turnover numbers (TON) erreicht werden (ee: enantiomere

Uberschiisse).

vante Enzyme dar. Das Spektrum der promi-
nenten, sekretierten Proteine umfasst unter
anderem die Laccasen sowie diverse Peroxi-
dasen und Oxidasen. Im Jahr 2004 haben
Hofrichter und Mitarbeiter eine neue Enzym-
klasse aus dem Uberstand des Pilzes Agrocybe
aegerita charakterisiert [1]. Diese als unspe-
zifische Peroxygenasen (UPO, E.C. 1.11.2)
bezeichneten Enzyme sind in der Lage, ein
enorm breites Substratspektrum effizient zu
hydroxylieren. Dazu zdhlen unter anderem
aromatische, benzylische und aliphatische
Kohlenwasserstoffe (Abb. 2, [2, 3]). UPOs
konnten benzylische Hydroxylierungen mit
bis zu 300.000 TON (turnover number) kata-
lysieren, ein beeindruckender Wert fiir eine
enzymatische Hydroxylierung von sp3-Koh-
lenstoffatomen, und weisen dabei enantio-
mere Uberschiisse (ee) von iiber 99 Prozent
auf (Abb. 1B, [4]). Im Zuge der vermehrten
Sequenzierung pilzlicher Genome konnten
bereits tiber 4.000 putative Peroxygenase-
Gene annotiert werden, die sich breitflachig
und funktional divers {iber die Reiche der
Basidiomyceten sowie Ascomyceten verteilen

[5].

Heterologe Expression und Enzyme
Engineering von Peroxygenasen
Peroxygenasen sind stark glykosylierte sowie
Disulfid-verbriickte Enzyme, sodass die funk-
tionelle Expression dieser Enzymklasse nicht
als trivial zu betrachten ist. Einen Meilenstein
in der groBflachigen Verbreitung der Per-
oxygenasen bilden die Arbeiten der Gruppe
um Miquel Alcalde, CSIC Madrid [6], die im
Rahmen eines gerichteten Evolutionsansatzes
eine Peroxygenase-Variante entwickelt haben,
die neun Mutationen im Vergleich zur Wild-
typ-AaeUPO aufweist und als hochaktives
Enzym in ausreichenden Mengen in dem
eukaryotischen Modellorganismus Saccharo-
myces cerevisiae (Backerhefe) sekretiert wird.

Gerichtete Evolution unabhéngig von
Farbassays

Um eine gerichtete Evolution zu erlauben,
arbeiteten wir zunachst an der Entwicklung
eines effizienten Mutageneseverfahrens zur
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Erzeugung hoher genetischer Vielfalt. Die
Golden Mutagenesis-Technik erlaubt die paral-
lele Sattigungsmutagenese von bis zu fiinf
Positionen innerhalb des Zielgens unter Ver-
wendung automatisch berechneter Primer
(https://msbi.ipb-halle.de/GoldenMutagene
sisWeb) [7].

Eine Limitation in den bisher durchge-
fiihrten gerichteten Evolutionskampagnen
von UPOs stellt ein geeignetes Hochdurch-
satzscreening dar. So basieren alle bisher
durchgefiihrten Kampagnen auf der Kkolori-
metrischen Detektion von Reaktionsproduk-
ten im 96-Well-Format. Um das Spektrum der
moglichen Substrate zu erweitern, arbeiten
wir an einem Hochdurchsatz-GC-MS-Verfah-
ren (MISER: multiple injection in a single expe-
rimental run) als Detektionsmethode. Die
MISER-GC-MS-Analytik ermoglicht die Ana-
lyse eines breiten Spektrums an Reaktions-
produkten, basierend auf GC-Trennung und
spezifischer Massenfragmentierung.

Ein modulares Expressionssystem
und neue Peroxygenasen

Neben der ErschlieBung und Weiterentwick-
lung neuer Peroxygenase-Reaktivitaten ist
auBerdem der Zugang zu neuen Peroxygena-
se-Enzymen ein hochgradig relevanter For-
schungsansatz. Wie bereits erwahnt sind
putative Peroxygenase-Sequenzen, die eine
hohe Sequenzhomologie zu dem Modellen-
zym AaeUPO aufweisen, liber das Konigreich
der Pilze weitverbreitet. Vor dem Gesichts-
punkt, dass eine effektive heterologe Her-
stellung der AaeUPO in S. cerevisiae erst nach
intensiver Mutagenese gelingen konnte und
vier der insgesamt neun eingebrachten Muta-
tionen im fiir die Sekretion entscheidenden
UPO-Signalpeptid lokalisiert sind, haben wir
ein modulares Peroxygenase-Expressions-
system fiir die sekretierte UPO-Produktion in
S. cerevisiae entwickelt [6]. Dieses System
basiert auf der Golden Gate-Klonierungsme-
thode, die ein hocheffektives ,one-pot one-
step“Klonieren von einzelnen Genabschnitten
erlaubt [8]. Dazu wurde zunéchst ein Gol-
den Gate-kompatibles Hefe-Expressionsplas-
mid entwickelt, welches die Peroxygenase-
Expression unter Kontrolle eines Galactose-
induzierbaren Promotors reguliert. Basierend
auf dem augenscheinlich groBen Einfluss des
Signalpeptids auf eine erfolgreiche Peroxy-
genase-Produktion in Hefe haben wir inner-
halb des modularen Systems ein Signalpeptid-
shuffling-System eingerichtet, das die zufalls-
verteilte Inkorporation verschiedener Signal-
peptide ermoglicht, sodass geeignete Signal-
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A Abb. 2: Aktivitaten und Spezifitdten unspezifischer Peroxygenasen (UPOs) mit besonderem
Fokus auf selektiver Hydroxylierung nicht-aktivierter Kohlenstoffe. Die Reaktionen (1) und (2)
wurden unter in situ-Wasserstoffperoxid-Generierung mit der Peroxygenase AaeUPO aus
Agrocybe aegerita durchgefiihrt [4]. In Reaktion (3) konnte die Epoxidierung und respektive
Hydroxylierung von Testosteron mit der Peroxygenase Cg/lUPO aus Chaetomium globosum gezeigt
werden [10]. Die Reaktion (4) zeigt ein Spektrum verschiedener Steroidderivate unter Testung der
drei Peroxygenasen CciUPO, AaeUPO und MroUPO [11].

peptid-Peroxygenase-Kombinationen mit ge-
ringem Aufwand innerhalb einer einzelnen
Screeningrunde identifiziert werden konnen.

Ein weiterer interessanter Faktor ist das
Aktivitatsscreening, basierend auf klassi-
schen Peroxidase- und Peroxygenase-Sub-
straten. Moglicherweise weisen andere, puta-
tive Peroxygenasen keinerlei Aktivitat gegen-
iber den Modellsubstraten oder unter den
gewahlten Konditionen auf, sodass sie als
negatives Ergebnis innerhalb des Screenings
auftreten wiirden. Um daher zwischen den
Faktoren erfolgreiche Sekretion und enzy-
matische Aktivitat unterscheiden zu konnen,
beinhaltet das modulare Expressionssystem
zudem einen C-terminalen Protein-Tag
(27 Aminoséuren) zur split-GFP-basierten Pro-
teindetektion. Dieser als GFP-11 bezeichnete
Tag ist C-terminal mit der Peroxygenase fusio-
niert und bildet das elfte B-Faltblatt des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) aus. In raum-
licher Ndhe zum komplementdren restlichen
GFP (GFP 1-10) wird zeitabhéngig das Voll-
lingen-GFP rekonstruiert und Fluoreszenz
ausgebildet [9]. Die Zielproteinmenge ist
dabei proportional zum sich ausbildenden
Fluoreszenzsignal, das an einem Platten-
lesegerit detektiert werden kann. Zudem
kann die Peroxygenase direkt im Uberstand
detektiert werden und ein Lyse-Schritt, der
haufig notwendig ist und einen zusatzlichen

Variationsparameter darstellt, entfallt. AuBer-
dem bietet dieser als split-GFP bezeichneter
Assay eine attraktive Moglichkeit der Nor-
malisierung von der jeweiligen Enzymakti-
vitit zur Proteinmenge im Falle von gerich-
teten Evolutionsansatzen, in welchen auch
eine deutliche Variation der Produktions-
menge einzelner Varianten durch Mutagene-
se auftreten kann. Eine Ubersicht des eta-
blierten modularen Peroxygenase-Expres-
sionssystems ist in Abbildung 3 dargestellt.
Wir sind zuversichtlich, mithilfe der ent-
wickelten Methodenkombination aus modu-
larem Expressionssystem sowie den Hoch-
durchsatzmethoden MISER-GC-MS und split-
GFP das Portfolio an heterolog herstellbaren
Peroxygenasen sowie das bisher bekannte
Reaktionsspektrum durch Methoden der
gerichteten Evolution zu erweitern.
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