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Funktionelle Biodiversitat

Unspezifische Peroxygenasen — Oxyfunktio-
nalisierung auBerhalb der Pilzhyphe

tung fiir die Substratspezifitit des jeweiligen

KATRIN SCHEIBNER!, RENE ULLRICH?, JAN KIEBIST!, HARALD KELLNER?, Enzyms [3, 5, 6].
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! FAKULTAT 2, BRANDENBURGISCHE TU COTTBUS-SENFTENBERG UPO-Reaktionen und Mechanismus

2 INTERNATIONALES HOCHSCHULINSTITUT ZITTAU, TU DRESDEN Funktionell betrachtet sind UPOs auBerhalb

der Pilzhyphen agierende Monooxygenasen,

Unspecific peroxygenases (UPOs) secreted by fungi represent an die ein peroxidbiirtiges Sauerstoffatom (H-O-

intriguing enzyme type that selectively transfers peroxide-borne oxy-
gen with high efficiency to diverse substrates including unactivated
hydrocarbons. They contain a cysteine-ligated heme and catalyze

0O-R) auf diverse organische Substrate tiber-
tragen. Die Zielsubstrate sind dabei Gegen-
stand von Hydroxylierung, Epoxidierung,
Dealkylierung, Deacylierung und Hetero-

hydroxylation, epoxidation, dealkylation, deacylation as well as hetero  4tom-Oxygenierung; dariiber hinaus werden
atom, halide and one-electron oxidations. Substrate spectra of UPOs Ein-Elektronen-Oxidationen analog zu den
resemble both those of P450 monooxygenases and heme peroxidases. klassischen Peroxidasen katalysiert (Abb. 1,
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B Unspezifische Peroxygenasen (UPOs, EC
1.11.2.1) gehoren zu den Him-Thiolat-Prote-
inen und verhalten sich ,promiskuitiv*
beziiglich anspruchsvoller Sauerstoff-Trans-
fer-Reaktionen. Die erste UPO wurde 2004 im
Stidlichen Ackerling (Agrocybe aegerita),
einem Laubholz besiedelnden Speisepilz aus
der weiteren Champignon-Verwandschaft
(Ordnung Agaricales), entdeckt [1]. Weitere
Enzyme dieses Typs fanden sich in Kulturen
anderer Pilze (z. B. Marasmius rotula, Chae-
tomium globosum) [2, 3], und die seit Langem
bekannte Chlorperoxidase (CPO, EC
1.11.1.10) entpuppte sich als Spezialfall der
UPOs [4]. Die heterologe Expression der
UPOs ist mit groBeren Schwierigkeiten ver-
bunden und bisher nur in einigen Fillen
gelungen (u.a. in Saccharomyces, Pichia);
moglicherweise spielen dabei die komplexe
Faltung sowie die Ausbildung von Disulfid-
briicken eine Rolle [5, 6]. Die Kristallstruk-
turen der UPOs von A. aegerita und M. rotula
wurden geldst und offenbaren eine kompak-
te sphérische Gestalt, die von o-Helices
dominiert wird und ein Ham-stabilisierendes
Magnesium sowie ein hochkonserviertes
PCP-Motiv enthalten. Letzteres exponiert ein
Cystein als proximalen Ham-Liganden in
idealer Weise in Richtung des Eisens. Die
Ham-Zugangskanile der UPOs sind mit hyd-
rophoben Aminoséaureresten (Phe oder Leu/
Ile/Val) ausgekleidet, und ihre molekulare
Architektur ist von entscheidender Bedeu-
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[4, 7]). Oftmals dhneln die Produktspektren
der UPOs, z. B. hinsichtlich der Umsetzung

A Abb. 1: Reaktionen unspezifischer Peroxygenasen. Die Reaktionen im unteren rechten Viertel
sind Ein-Elektronen-Oxidationen, wahrend alle iibrigen Reaktionen Sauerstoff-Transfer-Reaktionen
darstellen. Im Zentrum der Abbildung wird die UPO aus Agrocybe aegeritaim Querschnitt gezeigt
(modifiziert nach [4, 12]). ABTS: 2,2’-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonséure).
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A Abb. 2: Katalytische Zyklen unspezifischer Peroxygenasen (UPOs) mit vier méglichen Routen, die auf der Stufe der UPO-Compound I (Cpd-) in
Abhangigkeit vom Substrat verzweigen. Die inneren Zyklen beschreiben die Oxygenierung (rote Pfeile) und Oxidation (schwarze Pfeile) von p-Kresol,
die duBeren Zyklen die Epoxidierung von Styrol (griine Pfeile) und die O-Dealkylierung von 1,4-Dimethoxybenzol (blaue Pfeile) (modifiziert und neu

arrangiert nach [4, 5, 12]).

pharmazeutischer Wirkstoffe oder Xenobio-
tika, jenen von Cytochrom-P450-Monooxy-
genasen, die als universelle Entgiftungsen-
zyme in der menschlichen Leber aktiv sind
[8-10]. Abbildung 2 illustriert die Mecha-
nismen UPO-katalysierter Umsetzungen
anhand der Substrate p-Kresol, 1,4-Dime-
thoxybenzol und Styrol. Ersteres wird
sowohl benzylisch hydroxyliert als auch
zum korrespondierenen Phenoxyradikal oxi-
diert, der aromatische Diether wird O-deal-
kyliert und Styrol epoxidiert. Schliisselinter-
mediat ist in jedem Fall die UPO-Compound I
(Cpd-I), ein Oxoferryl-Kationradikal-Kom-
plex des Hams, der nach Bindung und hete-
rolytischer Spaltung von Wasserstoffperoxid
(H,0,) gebildet wird [4, 11]. Cpd-I ist ein
extrem starkes Oxidationsmittel, das u.a.
C-H-Bindungen, Doppelbindungen und phe-
nolische OH-Gruppen unter Radikalbildung
angreift. Im Anschluss kommt es durch
rebound-Mechanismen zur Ubertragung des
Sauerstoffs (Peroxygenierung eines C-Atoms
oder Epoxidbildung) oder zu einer zweiten
Radikalbindung (Phenoloxidation). Damit
entsprechen die ablaufenden Reaktionen
einer Kombination aus dem peroxide shunt

bestimmter P450-Enzyme und dem Kkata-
lytischen Zyklus klassischer Himperoxid-
asen [4].

Verbreitung im Pilzreich und
Phylogenie

Mittlerweile sind einige Tausend putative
UPO-Sequenzen in pilzlichen Genomen
gefunden worden. Sie legen die weite Ver-
breitung dieser Enzyme im gesamten Pilz-
reich nahe, was alle Stamme der echten Pilze
(Eumycota) sowie einige pilzdhnliche Stra-
menopile einschlieBt [4, 12]. Innerhalb der
basalen Schwestergruppe der {ibrigen Pilze,
den Cryptomycota, wurde ein UPO-Gen in
Rozella allomycis detektiert. Anderen basalen
Pilzgruppen (Microsporidia, Neocallimasti-
gomycota, Blastocladiomycota, Kickxellomy-
cotina) fehlen UPO-Gene; dasselbe gilt fiir die
Schwestergruppe der Pilze, die Holozoa, die
die Tiere (Metazoa) und ihre néchsten Ver-
wandten (Choanoflagellata, Ichthyosporea)
umfasst. Vertreter der Chytridiomycota (Fla-
gellenpilze) besitzen hingegen bis zu sieben
UPO-Gene; ihre Enzyme mogen der Aus-
gangspunkt fiir die evolutiondre Entwicklung
der UPO-Multigenfamilie gewesen sein, die

schlieBlich zum Besitz von 70 und mehr
UPO-Genen in einzelnen Arten hoherer Pilze
gefiihrt hat. AuBer den Mortierellomycotina
besitzen Vertreter der tibrigen Gruppen der
polyphyletischen Zygomycota (Jochpilze)
und Glomeromycota ein bis zwei UPO-Gene.

Innerhalb des artenreichen Unterreichs
der hoheren Pilze (Dikarya, das heiit Asco-
mycota [Schlauchpilze] und Basidiomycota
[Stdnderpilze]) sind UPO-Gene besonders
héufig. Ihre grote Zahl innerhalb der Asco-
mycota erreichen sie im Zitruspathogen Zas-
midium citri-griseum (25 Gene) und in der
halotoleranten schwarzen Hefe Hortaea
werneckii (21 Gene) [12]. Innerhalb der Basi-
diomycota weisen Arten aus unterschiedli-
chen 6kophysiologischen Pilzgruppen multi-
ple UPO-Gene auf, besonders haufig die Zer-
setzer von Bodenstreu und Dung. So besitzt
der Kugelschneller (Sphaerobolus stellatus),
der auf Holzresten und Dung wichst, nicht
weniger als 78 UPO-Gene. In eigenen, noch
nicht veroffentlichten Studien fanden wir
iiber 60 UPO-Gene im Halsbandschwindling
(Marasmius rotula) und 48 Gene im neu ent-
deckten kenianischen Miirbling Psathyrella
aberdarensis [12]; beide Pilze kolonisieren
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bevorzugt Zweige und kleineres Totholzma-
terial. Auch der bedeutendste kommerzielle
Speisepilz, der Zucht-Champignon (4garicus
bisporus), ist reich an UPOs (24 Gene). Puta-
tive UPO-Gene auBerhalb der Echten Pilze
(Eumycota) wurden bisher nur in der Klasse
der Peronosporomycetes (friither Oomycota)
gefunden. Dabei handelt es sich um pilzdhn-
liche Stramenopile, die sich phylogenetisch
in der Nahe verschiedener Farbalgen (z. B.
Phaeophyta) einordnen. So wurden entspre-
chende Gene in den Pathogenen Aphanomy-
ces astaci (Krebspest) und Phytophthora infes-
tans (Kartoffelfaule) detektiert. Es gibt Hin-
weise, dass diese ,farblosen Algen“ ihre
UPOs mehrfach tiber horizontalen Gentrans-
fer von phytopathogenen Ascomyceten erhal-
ten haben [4, 12]. Als weiteren phylogeneti-
schen Trend haben wir festgestellt, dass
bestimmte Hefen und Hefe-dhnliche Pilze
innerhalb der Ascomycota und Basidiomyco-
ta keine UPO-Gene aufweisen (Saccharomy-
cotina, Schizosaccharomycetes, Malassezia
spp.)-

Phylogenetisch lassen sich die UPO-
Sequenzen in zwei Familien unterteilen.
Familie I, die ,kurzen” UPO-Sequenzen,
umfasst Vertreter aller oben genannten
UPO-positiven Pilzgruppen. Familie II
beherbergt die ,langen” UPOs, deren Vor-
kommen auf die Ascomycota und Basidio-
mycota beschrankt ist (Abb. 3). Einige dis-
tinkte basale Untergruppen in der Familie I
enthalten UPO-Sequenzen ohne erkennbare
Signalpeptide, weshalb es plausibel
erscheint, dass es sich beim UPO-Archetyp
um ein dhnliches intrazelluldres Enzym
gehandelt hatte. Dies betrifft insgesamt ca.
ein Viertel der analysierten UPO-Sequenzen
(Abb. 3). Ob diese Enzyme frei im Cytosol
arbeiten oder aber in speziellen Hyphen-
kompartimenten wirksam werden, ist
unklar. Da UPOs ausschlieBlich im Pilz-
reich, einschlieBlich der basalen Crypto-
mycota, zu finden sind und bisher keine
Hinweise auf ihre Prdsenz in den Holozoa
gefunden wurden, kann postuliert werden,
dass sie bereits vor iiber 600 Millionen Jah-
ren, nach der Trennung von Pilzen und Tie-
ren, entstanden sind. Moglicherweise haben
dabei die drastischen Bedingungen der sich
entwickelnden Sauerstoffatmosphére, d4hn-
lich wie im Fall der P450-Enzyme, eine evo-
lutive Rolle gespielt. Ob UPOs und P450s
einen gemeinsamen Ursprung haben, ist
noch ungeklart. Obzwar beide Enzymtypen
strukturelle und katalytische Gemeinsam-
keiten aufweisen (Cystein als proximaler
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A Abb. 3: Phylogenetischer Baum der UPO-Sequenzen auf Grundlage genetischer Distanzen
(Jukes-Cantor). Die abgeleitete Phylogenie basiert auf den in der NCBI-Datenbank und in JGlI
MycoCosm frei verfligbaren, putativen 2.077 UPO-Sequenzen, darunter 1.250 Sequenzen aus den
Ascomycota, 716 aus den Basidiomycota und 112 aus den Ubrigen Gruppen pilzlicher und pilz-
ahnlicher Organismen [12]. Die Sequenzen zerfallen in zwei Familien: die ,langen® UPOs (oben)
und die kurzen UPOs (unten). Biochemisch charakterisierte UPO-Enzyme sind mit schwarzen Pfei-
len markiert. Die gelb unterlegten Kreissektoren markieren UPOs ohne Signalsequenzen. Griin:
Basidiomycota, rot: Ascomycota, pink: Mucoromycotina, blau: Oomycota; CPO: Chlorperoxidase;

UPO: unspezifische Peroxygenase.

Héam-Ligand, Compound-0, -1, -II), besteht auf
Sequenzebene keinerlei Homologie.

Ausblick

Trotz ihrer hohen Relevanz fiir enzymtech-
nologische Anwendungen sind bisher nur
wenige UPOs verflighar und nahezu nichts
ist iiber ihre physiologische Bedeutung
bekannt. Beriicksichtigt man die weite Ver-
breitung im Pilzreich, ihre hohe Zahl in den
Genomen mancher Pilze und ihre Vielseitig-
keit beziiglich der katalysierten Reaktionen,
sind unterschiedliche Funktionen denkbar.
An erster Stelle waren sicherlich Entgif-
tungsreaktionen zu nennen, da UPOs Struk-
turen angreifen, die haufig in pflanzlichen
und mikrobiellen Sekundérmetaboliten
sowie Umweltschadstoffen vorkommen [9,
12]. In Anbetracht der hohen Diversitat der
UPO-Gene sollte auch eine Beteiligung am
Pathogenititsgeschehen oder an der Lignin-

und Humustransformation nicht ausge-
schlossen werden. Fiir Letzteres wire eine
molekulare Architektur notwendig, die es
iiber moglichst breite und flache Ham-
Zugangskandle erlaubt, aromatische Poly-
merstrukturen oberflachlich anzugreifen. In
diesem Zusammenhang sei darauf verwie-
sen, dass die erst vor wenigen Jahren ent-
deckten, kristalline Cellulose spaltenden
LPMOs (lytic polysaccharide monooxygenases)
jiingsten Publikationen zufolge ebenfalls
oberflachenwirksame, extrazellulare Peroxy-
genasen sind (wenn auch auf Basis einer
kupferabhéngigen Katalyse) [13].

Moderne molekulare Techniken, wie die
Genomeditierung mittels CRISPR-Cas, konn-
ten helfen, die Frage nach der Funktion der
UPOs zu beantworten. Hierzu miissten UPO-
Knock-out-Mutanten geeigneter Modellorga-
nismen erzeugt und anschlieBend physiolo-
gisch getestet werden. Auch molekulare und
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enzymatische Feldstudien (z. B. im Kontext
der Biodiversitats-Exploratorien, DFG SPP-
1374) konnten dazu beitragen, die Funktio-
nen der UPOs zu kldren (etwa in dhnlicher
Weise, wie es kiirzlich im Fall der Mangan-
peroxidasen gelungen ist [14]). Um die Her-
stellung rekombinanter UPOs zu forcieren,
bote sich — neben der Weiterentwicklung
mikrobieller Expressionssysteme (Hefen,
Schimmelpilze, Bakterien) - die zellfreie
Expression mit isolierten Ribosomen als
innovativer Ansatz an [15].
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