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ABSTRACT

In continuation of our work, we herein describe next enzyme classes applied for
oxidation reaction. Dioxygenases, oxidases, and peroxidases are successfully used
in the synthesis of desymmetrization products with high yields and enantiomeric
excesses.

Aromatic dioxygenases, such as toluene dioxygenase (TDO), naphthalene
dioxygenase (NDO), and biphenyl dioxygenase (BPDO) found in the prokaryotic
microorganisms are enzymes belonging to the dioxygenase class and are the most
commonly used in organic synthesis.

The a-oxidation of various fatty acids in the presence of an a-oxidase from
germinating peas is one of the few examples of oxidases application in asymmetric
organic synthesis. The intermediary a-hydroxyperoxyacids can undergo two com-
peting reactions: decarboxylation of the corresponding aldehydes or reduction to
the (R)-2-hydroxy acids. In order to eliminate the competitive decarboxylation reac-
tion tin(II) chloride is used as an in situ reducing agent.

Peroxidases are the redox enzymes found in various sources such as animals,
plants, and microorganisms. Due to the fact that, in contrast to monooxygenases,
no additional cofactors are required, peroxidases are highly attractive for the pre-
parative biotransformation. Oxidation reactions catalyzed by (halo)peroxydases are
also often used in organic synthesis. N-Oxidation of amines, for instance, leads to
the formation of the corresponding aliphatic N-oxides, aromatic nitro-, or nitroso-
compounds. From a preparative synthesis standpoint, however, sulfoxidation of
thioether is important since it was proven to proceed in a highly stereo- and enanti-
oselective manner. Furthermore, depending on the source of haloperoxidase, chiral
sulfoxides of opposite configurations can be obtained.

Keywords: dioxygenase, oxidase, peroxidase, oxidation reaction
Stowa kluczowe: dioksygenaza, oksydaza, peroksydaza, reakcja utleniania
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WPROWADZENIE

Enzymy zwane czesto biokatalizatorami wptywaja na reakcje chemiczne zacho-
dzace w organizmie nie zmieniajac koncowego skladu mieszaniny reagujacej ani
stalej rownowagi danej reakeji. Bialka te wykazuja duza swoisto$¢ w przyspieszaniu
lub nadawaniu odpowiedniego kierunku reakcjom chemicznym. Dzieki biotrans-
formacjom zachodzagcym pod wplywem enzymoéw mozliwe jest przeprowadzanie
przemian zwigzkéw organicznych z selektywnoscig rzadko osiggang innymi meto-
dami. Fakt ten stanowi wazny aspekt w dynamicznym rozwoju chemii organiczne;j.

Przyjmujac mechanizm dzialania za kryterium umownego podzialu enzymow
klasy oksydoreduktaz w tej czesci przedstawiono przyklady reakcji enzymatycznego
utleniania w obecno$ci dioksygenaz, oksydaz i peroksydaz. Praca ta, jest kontynu-
acjg wezesniejszych rozwazan dotyczacych reakcji redoks wobec biatkowych kata-
lizatoréw.

1. DIOKSYGENAZY

Dioksygenazy naleza do grupy oksygenaz, ktdre utleniaja substrat wbudowu-
jac do jego czasteczki dwa atomy tlenu. W obrebie tej klasy enzymow wyroznia sie
dioksygenazy rozrywajace wigzania wegiel-wegiel oraz dioksygenazy hydroksy-
lujace wprowadzajace do pierscienia dwie grupy hydroksylowe. Sa to niechemowe
oksygenazy typu Rieskego, ktére w centrum aktywnym zawierajg klaster [2Fe-2S]
oraz posiadajg jedno lub dwa biatka transportujace elektrony. Typowe reakcje
zachodzgce wobec dioksygenazy przedstawione na Schemacie 1 zachodzg przy jed-
noczesnym przenoszeniu dwoch atoméw tlenu na substrat [1, 2].

Sub-H + 0, Sub-0-O-H

hydro-nadtlenek

(0]
Sub + 0, subl |

endo-nadtlenek

O
O
©+02@6<:[
O

Schemat 1. Reakcje zachodzace wobec dioksygenazy
Scheme 1. Dioxygenases in the oxidation reactions

H

H

We wszystkich przypadkach, tworza sie bardzo reaktywne i niestabilne formy
nadtlenkowe, ktére moga by¢ przedmiotem dalszych enzymatycznych lub chemicz-
nych przeksztalcen, takich jak redukcja czy przegrupowanie. Alkany moga by¢
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utleniane w pozycji allilowej przez lipooksygenaze, otrzymujac wodoronadtlenek
allilu, ktéry po redukcji (np. borowodorkiem sodu) daje alkohol allilowy. Reak-
tywne formy tlenu takie jak nadtlenki lipidowe reaguja ze skfadnikami organizmow
zywych. Reakcje te mogg mieé niepozadane dla organizméw skutki, wywolujac
niektére z powaznych choréb w tym miazdzyce czy nawet niektore rodzaje nowo-
twordw.

Enzymy nalezace do klasy dioksygenaz najcze$ciej wykorzystywane w syntezie
organicznej to tzw. aromatyczne dioksygenazy znajdujace si¢ w mikroorganizmach
prokariotycznych, w tym diooksygenaza toluenowa (TDO), diooksygenaza nafta-
lenowa (NDO), i dioksygenaza bifenylowa (BPDO). Rekombinant szczepu E. coli
JM109(pDTG141) z ekspresja genu NDO z Pseudomonas sp. NCIB 9816-4 zostal
uzyty do bioutleniania siarczkéw arylowoalkilowych i diakilowych (Schemat 2) [3].
W wyniku takiego procesu w wigkszo$ci przypadkéw otrzymano optycznie czyste
(S)-sulfotlenki. Siarczki arylowo-alkilowe 1b-d posiadajace n- i izo-alkilowe grupy
z trzema lub wieksza liczbg atoméw wegla oraz siarczki dialkilowe 1e-g z podstawni-
kiem alkilowym zawierajacym siedem lub wieksza liczbe atoméw wegla zostaty utle-
nione do enancjomeréw o konfiguracji (R). Selektywno$¢ sulfoutleniania siarczkow
chlorofenylowo-metylowych byla uzalezniona od potozenia atomu chloru w pier-
$cieniu aromatycznym. Im blizej atomu siarki znajdowal si¢ ten podstawnik tym
mniejszg warto$¢ ee odnotowano, selektywnos¢ malata w szeregu 1,4->1,3->1,2-.

RSN,  [E-coli M T09(pDTGIAT) > PN
R % R,
1 2
Siarczek R1 R2 wyd. [%] ee [%] Konfig.
a Ph Me 98 98 S
b Ph Pr 58 76 R
c Ph iPr 69 74 R
d Ph Bu 25 97 R
e Me Hep <5 3 R
f Me Oct <5 4 R
g Me Nom <5 5 R
h 4-Cl-Ph Me 10 90 S
i 3-Cl-Ph Me 21 75 S
j 2-Cl-Ph Me 12 31 -

Schemat 2.  Reakcja utleniania siarczkéw arylowo-alkilowych wobec E. coli JIM109(pDTG141)
Scheme 2. Oxidation of aryl-alkyl sulfides by E. coli JM109(pDTG141)

W enzymatycznej reakeji dihydroksylacji dioksolu katalizowanej rekombino-
wanymi komdrkami szczepu E. coli wykorzystujacymi ekspresje genu dioksygenazy
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z Pseudomonas putida G7 otrzymano optycznie czysty policykliczny (5R,6S)-diol
z dobra wydajnoscig (Schemat 3, 3). Zwigzek ten moze mie¢ zastosowanie w synte-
zie analogéw alkaloidu pankratystatyny. Dibromobenzeny (izomery 1,2-, 1,3-11,4-)
zostaly przeksztalcone do odpowiednich dioli cis-cykloheksadienowych metoda
fermentacyjng calymi komoérkami ze szczepu E. coli z nadekspresja genu TOD. Za
pomoca tego szczepu w asymetrycznej syntezie uzyskano réwniez (+)-pankratysta-
tyne i (+)-7-deoksypankratystatyne (obiecujgce srodki przeciwnowotworowe). Jed-
nym z produktéw przejsciowych byl (1§,2S)-3-bromo-1,2-dihydroksycykloheksa-
-3,5-dien (Schemat 3, 4) [4].

DIOKSYGENAZA

(IO ot eypsrhy™

64%; >98% ee

O} eom i

|

R = OH pankratystatyna
R = H 7-deoksypankratystatyna

Schemat 3. Reakcje katalizowane dioksygenazami
Scheme 3. Dioxygenation catalyzed reactions
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2. ZASTOSOWANIE OKSYDAZ W REAKCJACH DESYMETRYZAC]I

Oksydazy (EC 1.1.3.X) biorg udzial w reakcjach, w ktérych tworza si¢ reak-
tywne formy tlenu (RFT). Nalezga do grupy oksydoreduktaz, w ktorych elektrony lub
atomy wodoru przenoszone s3 na atom tlenu. Niektore z tych enzymoéw zawierajg
w centrum aktywnym jon metalu, inne obok jonu metalu zawierajg dinukleotyd
flawinoadeninowy jako koenzym. W przypadku tych pierwszych produktem jest
woda, a produktem dziatania tych drugich nadtlenek wodoru.

Jednym z nielicznych przyktadow zastosowania oksydaz w asymetrycznej syn-
tezie organicznej jest przyktad reakcji a-utlenienia réznych kwasow ttuszczowych
w obecnosci a-oksydazy z kietkujacego groszku. Jako zwigzki posrednie tworza
si¢ kwasy a-hydroksonadtlenowe, ktore moga ulega¢ dwom konkurencyjnym reak-
cjom. Pierwsza to reakcja dekarboksylacji prowadzaca do odpowiednich aldehy-
déw 7 lub reakceji utleniania do (R)-2-hydroksykwasow 6. W celu wyeliminowania
konkurencyjnej reakcji dekarboksylacji do mieszaniny reakcyjnej dodaje si¢ chlo-
rek cyny(II). Utlenianie nadtlenokwaséw chlorkiem cyny(I1) umozliwia otrzymanie
czystych enancjomerycznie hydroksykwasow z dobra wydajnoscig (Schemat 4) [5].

o

0
R (R) +
R% [OKSYDAZA >
on s

H

OIIII

R = CH3(CH2)”; CH3CH28(CH2)9, CH3(CH2)6S(CH2)6
100%; >99% ce; stosunek % 6:7 99:1

Schemat 4.  a-Utlenianie pochodnych kwasow ttuszczowych
Scheme 4. a-Oxidation of fatty acid derivatives

3. PRZYKLADY ENZYMATYCZNE] REAKCJI DESYMETRYZAC]I
W OBECNOSCI PEROKSYDAZY JAKO KATALIZATORA

Peroksydazy katalizujg utlenianie rdznych substratéw organicznych i nieorga-
nicznych za pomocg nadtlenku wodoru [6],

ROOH + AH, > H,0 + ROH + A

gdzie AH, to typowy donor wodorowy, ktdry jest utleniany przez nadtlenek. Typo-
wymi substratami ulegajgcymi dzialaniu peroksydaz sg substraty aromatyczne, czyli
zwigzki o charakterze wodoro-donorowym. Niezbedne w tej reakcji czynniki utle-
niajace to np.: wodoronadtlenek kwasu tluszczowego lub nadtlenek wodoru.
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Peroksydazy roslinne biorg udzial w rozwoju komoérek roélinnych, a takze pet-
nig funkcje enzymoéw o charakterze antyoksydantéw pomagajac w likwidowaniu
reaktywnych form tlenu. Jest to istotne bo nadmierne nagromadzenie RFT w zywe;j
komorce prowadzi do stresu ,,oksydacyjnego” uszkadzajac bialka, lipidy oraz kwasy
nukleinowe [7]. Peroksydazy biorace udzial w usuwaniu RFT to peroksydaza gluta-
tionowa, gwajakolowa czy askorbinianowa [8].

Peroksydazy, z uwagi na swdj potencjal katalityczny sg enzymami fatwo dostep-
nymi i szeroko stosowanymi. Zrédlem peroksydaz mogg by¢ zaréwno zwierzeta,
roélinny jak réwniez mikroorganizmy. W odréznieniu od monooksygenaz ich dzia-
tanie nie wymaga dodatkowych kofaktoréw, z tego powodu sa wysoce atrakcyjne
w biotransformacji preparatywne;j.

Reakcje utleniania katalizowane peroksydazami sg czgsto stosowane w syntezie
organicznej. N-Utlenianie amin, prowadzi do tworzenia si¢ odpowiednich alifatycz-
nych N-tlenkéw lub aromatycznych zwigzkéw nitrozowych lub nitrowych. Z punktu
widzenia syntezy preparatywnej utlenianie tioeterow jest jednak wazniejsze, gdyz
zachodzi ono stereo i enancjoselektywnie. Ponadto, w zaleznosci od Zrédta halope-
roksydaz, chiralne sulfotlenki mozna uzyska¢ o okreslonej konfiguracji. Chlorope-
roksydaza (CPO) z Caldariomyces fumago jest selektywnym katalizatorem w reakcji
utleniania metylotioeteréw prowadzac do otrzymania (R)-sulfotlenkéw (Schemat
5, 8). Haloperoksydaza z alg morskich Corallina officinalis wykazuje przeciwng
preferencje dajac S-sulfotlenki. W celu otrzymania sulfotlenkéw wysokiej czystosci
optycznej wazne jest, aby podczas reakcji utrzymywac stale, niskie stezenie H202
[9-12]. Enancjoselektywne sulfoutlenienie serii organicznych siarczkow katali-
zowanych przez Pseudomonas frederiksbergensis sp. prowadzi do odpowiednich
(S)-sulfotlenkéw z dobra lub wysoka enancjoselektywnoscia (Schemat 5, 9) [13].
Zaobserwowano, ze zaréwno czas reakcji, pH oraz budowa substratu wplywaja na
wydajnos¢ i enancjoselektywno$¢ reakeji. Najlepsze wyniki uzyskano dla siarczkow
alkilowo-arylowych. Zauwazono, ze obecno$¢ podstawnika w pozycji para- reszty
arylowej wplywala na wzrost enancjoselektywnosci. Natomiast wydiuzenie tancu-
cha alkilowego, skutkuje spadkiem zaréwno wydajnosci jak i stereoselektywnosci.
W reakeji desymetryzacji innych sulfidéw alifatyczno-aromatycznych w obecno-
$ci Aspergillus terreus CCT 3320 otrzymano réwniez sulfotlenki o konfiguracji (S)
(Schemat 5, 10) [14]. Ta biotransformacja, w wigkszosci przypadkéw przebiega
z nadmiarem enancjomerycznym wyzszym niz 95%. Selektywno$¢ reakcji w duzym
stopniu zalezy od czasu prowadzenia reakcji. Uzyskany nadmiar enancjomeryczny
produktéw byt wynikiem dwuetapowej reakcji: enancjotopowej desymetryzacji
i rozdzialu kinetycznego. Pierwszy etap charakteryzowal si¢ umiarkowana selektyw-
noscig dopiero etap drugi umozliwit otrzymanie wzbogaconych enancjomerycznie
produktdw.
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PEROKSYDAZA

1) Chloroperoksydaza
Caldariomyces fumago
2) Bromoperoksydaza

©:5> Corallina of ficinalis > ©i)
|

1) (R) 99% ee
2) (S) 98% ee

Rl/ S\R |Pseudomonas frederiksbergensis sp.> é
R TR,
9
R, =Ph, R, =Me, 87%; 91% ece
=4-Me-Ph, R, = Me, 100%; >99% ece
=4-OMe-Ph, R, = Me, 98%; >99% ec
=4-Cl1-Ph, R, = Me, 86%; 96% ec
=Ph, R, =Pr, 27%; 81% ece

T
(g™

R3

R

Ry
10

R; =R, =H, Ry =Et, 76%; >99% ee
R; =R, =H, R3=Me, 24%; >95% ee
R; =Me, R, = H, Ry = Et, 66%; >95% ee
R; =R, =Me, Ry =H, 24%; >98% ce
R;=H, R, =Cl, Ry =Et, 70%; >98% ee
R;=H, R, =Cl, Ry=Me, 71%; 17% ee

Schemat 5. Enzymatyczne reakcje zachodzace przy udziale peroksydazy
Scheme 5. Enzymatic reaction of compounds with peroxidase

Zastosowanie chloroperoksydazy jako katalizatora w reakeji hydroksylowania
alkinéw umozliwia otrzymanie R-alkoholi propargilowych (Schemat 6) [15]. Reakcje
przeprowadzono w obecnosci nadtlenku wodoru. Wydajnos¢ reakeji rosta w miare
dodawanie enzymu jak i utleniacza. Generalnie, wiekszos¢ otrzymanych produktow
charakteryzowala si¢ dobrg lub bardzo dobrg czystoscia enancjomeryczna z rézng
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jednak wydajnoscig chemiczng. Najgorsze wyniki uzyskano dla najmniejszego obje-
tosciowo substratu (pent-2-ynu).

N OH
Ri——
! |CHLOROPEROKSYDAZA> R1%<*
R,

R,
R1 R2 wydajnos¢ [%] ee [%]
Me Me 7 57
Et Me 26 91
Pr Me 30 87
Bu Me 8 78
Ph Me 15 86
CH,0Ac Me 52 95
CH,Br Me 65 94
(CH,),0Ac Me 26 83
(CH,),Br Me 25 94
CH,0Ac Et 8 87

Schemat 6. Hydroksylowanie alkinéw wobec chloroperoksydazy
Scheme 6. Hydroxylation of alkynes using chloroperoxidase

Chloroperoksydazy umozliwiaja réwniez przeprowadzenie reakeji epoksydo-
wania zwigzkow nienasyconych. Najlepsze wyniki uzyskuje si¢ dla niepodstawio-
nych cis-alkenéw i 1,1-dipodstawionych olefin, ktére byly selektywnie utleniane za
pomoca chloroperoksydazy ze znakomita selektywnoscia (Schemat 7) [16-18].

R,=H \ R

o
R,
>:/ [CHLOROPEROKSYDAZA
Ry /—\\
H,0, H,0 R,=H
2 >
R, O
R1 R2 ee [%]
H n-C4H9 96
H (CH,),CH-CH, 94
H Ph 96
Ph H 89
CH,-COOEt H 93-94
(CH2),-Br H 85
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R1 R2 ee [%]
n-C5HI1 H 95

Schemat 7. Asymetryczna reakcja epoksydowania wobec chloroperoksydazy
Scheme 7.  Asymmetric epoxidation of alkenes using chloroperoxidase

Ostatnim przedstawionym przyktadem zastosowania peroksydaz jest utlenie-
nie zwigzkow aromatycznych. Reakcje tego typu zalicza si¢ to tzw. klasycznej reak-
cji peroksydaz, poniewaz zostata ona odkryta jako pierwsza. Utlenianie fenoli (np.
gwajakolu, rezorcyny) i amin aromatycznych (np. anilina, o-dianizydyna) w lagod-
nych warunkach w obecnosci peroksydazy chrzanowej prowadzi do utworzenia
oligomerdéw i polimeréw [19-21]. Gwajakol (2-metoksyfenol) jest utleniany przez
nadtlenek wodoru w wyniku czego powstajg skomplikowane zwigzki o charakterze
komplekséw o barwie czerwonej lub brazowej. Ta reakcja jest katalizowana przez
peroksydazy. W celu okreslenia aktywnosci peroksydaz wystepujacych w réznych
warzywach i owocach czesto stosuje sie powyzsza reakcje. W niektérych przypad-
kach, uzyskano réowniez dimery (np. aldoksymy), biaryle (Schemat 8) [22, 23].

OCH; OCH;
OH [Peroksydaza Ch]rzalnowa> OH
H,0, 2 H,0 n
gwajakol polimer
R
NOH
/
_
[Peroksydaza chrzanowa> O—N+
\ _
+N—-0
H202 2 H20 /
R
R
dimer

Schemat 8.  Peroksydaza chrzanowa jako katalizator reakcji utleniania zwigzkéw aromatycznych
Scheme 8.  Horseradish peroxidase catalyzed oxidation reaction of aromatics
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UWAGI KONCOWE

W przedstawionej pracy omoéwiono zastosowanie kolejnych klas enzymoéw do
przeprowadzenia reakcji utleniania. Z dobrymi wydajnosciami oraz nadmiarami
enancjomerycznymi uzyskano produkty desymetryzacji, z wykorzystaniem dioksy-
genaz, oksydaz i peroksydaz.
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