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ABSTRACT

This work presents systematically enzymes which can be obtained form animal
tissue and their applications in synthesis of pharmaceuticals and nonracemic orga-
nic compounds. It lays out similarities in procedures of isolation and purification of
particular enzymes. Such procedures usually are so simple that they can be used in
every industrial or research laboratory.

Most animal enzymes are well-investigated and their structures and substrate
specificity are known. They are used as biocatalysts in many chemical processes.
Others were used in one or a few reactions but their natural substrates and bioche-
mical properties are described. Trials of predicting potential applications of such
enzymes and other substrates for them were done.

In this part typical applications of hydrolases: lipases (porcine pancreatic
lipase [8-17], lamb pregastric lipase [22]), esterases (porcine, horse liver esterase,
liver acetone powders [34-43, 46]), L-aminoacylase [48, 49], pepsin [56], trypsin
[58, 59], imidase [52, 53], aldohexose hydrolases [60, 62-64], nucleotide pyrophos-
phatase [65]; were described.

Also examples of immobilized [10, 32] or recombined [49] enzymes are given
in the text. These modifications enhance catalytic properties or reduce costs of using
enzymes.

In practical applications a biocatalytic effect of enzymes from animal sources
is often compared with microbial ones. This text is focused on processes where ani-
mal enzymes gave much better results (yield and enantioselectivity) than micro-
organisms. They are also proper, unlike whole microorganisms, to investigate and
computer analysis of mechanism of the reaction. Enzymes isolated from animal
tissues usually have well-defined structure of active site which is a key to predict
mechanisms.

Keywords: animal enzymes, biocatalysis, organic synthesis, applications of
hydrolases

Stowa kluczowe: enzymy zwierzece, biokataliza, synteza organiczna, zastosowania
hydrolaz
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WSTEP

Wspolczesna chemia organiczna jest dynamicznie rozwijajaca si¢ dziedzina
wiedzy, w ktdrej coraz powszechniej stosuje si¢ reakcje katalizowane przez proste
i zlozone uklady katalityczne. Niewatpliwie enzymy sg biokatalizatorami o zlozo-
nej strukturze, ktore katalizujg roznego typu reakcje chemiczne. Wysoka selektyw-
no$¢ substratowa enzymow, jako biokatalizatorow reakeji chemicznych umozliwia
uzyskanie odpowiednich produktéw z wysoka chemo-, regio- i stereo- selektyw-
noscia. Dlatego tez we wspolczesnych laboratoriach chemicznych enzymy sa juz sto-
sowane w rutynowych eksperymentach, co nie budzi zadnych zastrzezen. Ponadto
reakcje katalizowane przez enzymy spelniajg wszystkie wymagania zielonej chemii,
ktorych spetnienie jest niezwykle wazne w eksperymentach laboratoryjnych i pro-
cesach przemyslowych. Zalecenia organizacji miedzynarodowych ida w kierunku
wprowadzania nowych metod wytwarzania zwigzkéw chemicznych dla ktérych
ucigzliwos¢ srodowiskowa jest niewielka. Poniewaz wiekszos¢ reakeji katalizowa-
nych przez enzymy przebiega w fagodnych warunkach pod cisnieniem atmosferycz-
nym i w temperaturze pokojowej lub niewiele wyzszej zainteresowanie procesami
biokatalitycznymi roénie. Niestety, wysoka selektywno$¢ substratowa enzymow
wymusza stosowanie szerokiej gamy biokatalizatoréw, ktére sa trudno dostepne
komercyjnie. Wydaje si¢, wiec, Ze nalezy szerzej korzysta¢ ze zrddel naturalnych,
w ktorych wystepuja enzymy w duzych ilosciach. Bariera trudna do pokonania
jest jednak brak wiedzy i umiejetnosci korzystania z tych zasobdw, co jest bardzo
istotnym ograniczeniem. Dlatego wydaje sie celowe przedstawienie ogdlnej metody
wydzielania i izolowania enzymoéw z tkanek zwierzecych, ktore sg powszechnie
dostepnym zrédtem tych biokatalizatordéw, wskazujgc przy tym na ich prostote
i uniwersalno$¢. Poniewaz omoéwienie wszystkich klas enzymoéw nie jest mozliwa
w ramach tylko jednej publikacji w niniejszej czg¢sci zostanie przedstawiona ogdlna
metoda izolowania enzymoéw z komdrek zwierzecych oraz zastosowanie hydrolaz
w syntezie organicznej i biokatalizie.

W pracy przedstawiono réowniez wybrane przyklady zastosowania enzymow
rekombinowanych i immobilizowanych, ktére pierwotnie byly wydzielone z tkanek
zwierzecych. Szczegdlnie immobilizacja enzyméw umozliwia obnizenie kosztéw
procesow poprzez zwickszenie wydajnosci a takze wielokrotne zastosowanie tego
samego biokatalizatora. Ten bardzo wazny aspekt biokatalizy byt oméwiony uprzed-
nio [1] i nie jest przedmiotem niniejszej pracy

1.1. ENZYMY

Enzymy sa to bialka o aktywno$ci katalitycznej (oprécz rybozymow, ale nie
sa one przedmiotem tej pracy i zostang pominigte), ktére nie zmieniaja réwno-
wagi reakcji, ale przyspieszajg ich przebieg dzieki obnizeniu energii aktywacji.
Ogdlnie akceptowany mechanizm reakcji katalizowanej przez enzym polega na
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dopasowaniu substratu w miejsce aktywne enzymu, co prowadzi do powstania
kompleksu enzym-substrat, ktory jest przeksztalcany w kompleks enzym-pro-
dukt i w kolejnym etapie reakcji powstaly kompleks rozpada sie uwalniajac enzym
i produkt do $rodowiska reakeji [2]. W obecnoséci enzymu, bedacego czasteczka
chiralng, stale szybkosci reakeji poszczegdlnych enancjomeréw substratu réz-
nig sie. Stosunek tych stalych definiuje si¢, jako enancjoselektywnos¢ reakcji.

Ich aktywno$¢, jako biokatalizatoréw reakcji jest silnie regulowana. Czynni-
kami, ktdre najbardziej wplywaja na ich aktywnos¢ katalityczna sg rodzaj rozpusz-
czalnika, pH, temperatura oraz obecno$¢ inhibitoréw i/lub aktywatoréw. Najczes-
ciej uzywanym rozpuszczalnikiem w reakcjach katalizowanych przez enzymy
jest woda lub mieszaniny woda rozpuszczalnik organiczny. Obecnie coraz wie-
cej reakcji tego typu przeprowadza sie tylko w rozpuszczalnikach organicznych
lub tez w mieszaninach rozpuszczalnikéw zawierajacych niewielkie ilosci wody.

W zaleznosci od typu reakcji katalizowanej przez enzym dzielimy enzymy sie¢
na sze$¢ klas, czyli: oksydoreduktazy, transferazy, hydrolazy, liazy, izomerazy, ligazy.
Najcze$ciej w syntezie organicznej wykorzystywane sg hydrolazy. Enzymy te kata-
lizujg reakcje rozrywania wigzan chemicznych, w ktorych bierze udziat czasteczka
wody. Dlatego tez do ich efektywnego dzialania niezbedne jest srodowisko wodne.
Ostatnie dane literaturowe wskazuja wyraznie, ze szereg z dotychczas opracowanych
procesdw biegnacych w roztworach wodnych mozna przeprowadzi¢ w rozpuszczal-
nikach organicznych, co ma ogromne znaczenie dla proceséw przemystowych [3].

1.2. OGOLNA METODA I1ZOLACJI ENZYMOW Z TKANEK ZWIERZECYCH

Przygotowanie surowego preparatu enzymatycznego jest proste i nie wymaga
zadnego specjalistycznego sprzetu. Jest to mozliwe do wykonania w kazdym labo-
ratorium. Ponadto ten sam preparat, np. proszek acetonowy z watroby konskiej,
jest zrodlem wielu enzymow nalezacych do roznych klas. Mozna go zastosowac,
jako katalizator reakcji zaréwno utleniania badz redukeji, jak i hydrolizy czy
transestryfikacji.

Typowe procedury przygotowania réznych enzymoéw sa bardzo podobne. Roz-
nig si¢ najczesciej rodzajem uzytego rozpuszczalnika organicznego (aceton, chloro-
form, chlorek metylenu, metanol), pH stosowanego buforu oraz stezeniem siarczanu
amonu najczesciej uzywanego do wysalania bialka, jezeli ten etap jest konieczny do
wykonania.

Opracowano kilka metod izolowania enzymdw. Poniewaz mozna je w dogodny
sposob modyfikowaé warto zawsze zastosowaé ogolna procedure przygotowania
preparatu enzymatycznego. Dogodng metodg przygotowania takiego biokataliza-
tora jest procedura opracowana przez Garnera i Smitha [4]. Autorzy zaproponowali
nastepujacy sposob uzyskania surowego preparatu zawierajacego lipaze z trzustki
wieprzowej (PPL). Zamrozong trzustke wieprzowa pocieto na kawalki i homogeni-
zowano z acetonem. Nastepnie homogenat byt wirowany, a uzyskany osad przemyto
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dwukrotnie zimnym acetonem, ponownie wirowano i suszono w eksykatorze pod
zmniejszonym ci$nieniem. Tak otrzymany proszek acetonowy moze by¢ bezposred-
nio zastosowany, jako biokatalizator do reakcji. Kolejne etapy oczyszczania polegaly
na dwukrotnym lugowaniu proszku acetonowego uktadem chloroform/metanol
(2:1) 1 wirowaniu. Tak uzyskany osad przemyto acetonem oraz eterem i nastepnie
suszono pod zmniejszonym cisnieniem. Tak uzyskany proszek acetonowy mozna
podda¢ kolejnym etapom oczyszczania. Kazdy z nich jest charakterystyczny dla
okreslonego enzymu, ale nalezy zauwazy¢, ze nie gwarantuje to uzyskania bioka-
talizatora bardziej aktywnego. Co wigcej, znane sg przypadki tracenia aktywnosci
przez enzym po jego dokladnym oczyszczeniu. Dlatego tez do katalizowania reak-
cji uzywa si¢ czesto wlasnie proszkéw acetonowych, gdyz sa one duzo tansze niz
oczyszczone enzymy, a ich wlasnosci katalityczne sg znakomite i czesto przewyz-
szaja komercyjnie dostepne biokatalizatory. Wynika to, miedzy innymi, z obecnosci
w surowych ekstraktach réznych zwigzkow, ktore pelnig role kofaktoréw, np. jony
metali, aktywatoréw badz zwigzkow stabilizujacych strukture enzymow.

2. WYBRANE ZASTOSOWANIA HYDROLAZ

Hydrolazy sg enzymami katalizujacymi rozpad wigzan chemicznych w czastecz-
kach zwigzkéw chemicznych z udziatem czasteczek wody i co jest niezmiernie
wazne, nie wymagaja stosowania kofaktoréw. Ponadto hydrolazy zachowujg wysoka
aktywno$¢ katalityczng nie tylko w wodzie a takze w ukladach woda/rozpuszczalnik
organiczny lub tylko w rozpuszczalnikach organicznych. Dlatego tez sa najczesciej
uzywanymi biokatalizatorami w syntezie organicznej. Kazda klasa enzymow dzieli
sie na podklasy. Dla hydrolaz podzial zalezy od rodzaju hydrolizowanego wiazania.
Najwazniejsze dla syntezy organicznej podklasy hydrolaz to: esterazy, lipazy, gliko-
zydazy, proteazy.

2.1. LIPAZY

Lipazy sg czesto stosowane w syntezie z uwagi na ich wysoka enancjoselek-
tywnos¢ i szeroka specyficzno$¢ substratowa. Maja réznorodne zastosowania [5].
Duzo biologicznie czynnych zwigzkéw (jak antybiotyki, nukleotydy, pestycydy)
bylo syntetyzowanych z uzyciem lipaz, jako biokatalizatoréw [6]. Wsrod zwierze-
cych lipaz lipaza z trzustki wieprzowej (PPL) jest najbardziej uzyteczng i tatwg do
przygotowania [4]. Aktywno$¢ biochemiczna lipazy trzustkowej w organizmie jest
dobrze znana [7].
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2.1.1. Zastosowania PPL w biokatalizie

a) a) Lipaza z trzustki jest szeroko stosowana w reakcjach hydrolizy estréw
alkoholi pierwszo- i drugorzedowych:

Hydroliza estrow alkoholi drugorzedowych z zastosowaniem PPL jako bio-
katalizatora przebiega czgsto bez naruszania ugrupowania estrowego alkoholu
pierwszorzedowego [8], czyli jest chemoselektywna. Na Schemacie 1 przedstawiono
chemoselektywna reakcje hydrolizy tylko jednego z dwdch obecnych w czasteczce
substratu 1 wigzan estrowych. Produkt 2 jest waznym substratem do syntezy stero-
idow jak estradiol, oesteron [8].

OAc . OH OAc
PPL
- +
0 bufor fosf. (e} (0]
10% EtOH
MeOOC MeOOC 36% MeOOC 45%
cis - 1 99,1% ee 99,2% ee
(1R,7aR)-2 (1S,7aS)-1
Schemat 1
Scheme 1

Enancjoselektywnos$¢ tej reakcji byta bardzo wysoka, wigksza niz 1000. Kilka
bakteryjnych i grzybowych lipaz byto réwniez badanych, ale odpowiednie produkty
otrzymano z niska wydajnoscig i bardzo niskimi nadmiarami enancjomerycznymi.

Krotepoksyd (3) jest zwigzkiem naturalnym, bardzo trudnym do uzyskania
w syntezie organicznej, poniewaz posiada trzy grupy estrowe i dwa pierscienie
epoksydowe o zdefiniowanej konfiguracji. Cykloheksanole uzyskane z hydrolizy
tego zwigzku sa waznymi zwigzkami biologicznie czynnymi oraz prekursorami
lekéw Zastosowanie PPL do hydrolizy wigzan estrowych w zwigzku 3 umozliwito
uzyskanie tylko dwoch produktéw, ktorych pierwszy posiadajacy strukture 4 otrzy-
mano z wydajnoscia 76,6% a drugi zwigzku 5 z wydajnoscia 14,2% [9]. Reakcja byta
regio- i chemoselektywna.

76,6%

Schemat 2
Scheme 2
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Po przeanalizowaniu skfadu uzyskanych produktéw mozna sadzi¢, ze PPL naj-
pierw hydrolizuje grupe 3-OAc, a nastgpnie grupe 7-OBz. Kolejne badania pokazaty,
ze lipazy mikrobiologiczne z Mucor miehei i Pseudomonas cepacia katalizujg hydro-
lize tych samych wigzan estrowych zwigzku 3. Préby zastosowania lipaz z innych
mikroorganizmdéw nie powiodly sie, gdyz okazalo sig, ze hydrolizowane sg wszystkie
trzy wigzania estrowe substratu 3 lub tez reakcje nie przebiegaja.

Istotnym problemem w syntezie organiczne jest uzyskanie enancjomerycznie
czystych estréw zawierajacych pierscien epoksydowy. Hydroliza takich estrow bez
rozrywania pier§cienia epoksydowego jest mozliwa z zastosowaniem lipazy z trzustki
wieprzowej. Otrzymano w ten sposob enancjomer (R)-glicydolu (7) z wydajnoscia
55% i nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 96% [10]. Ten zwigzek jest uzy-
wany do syntezy enancjomerycznie czystych 3-aryloksy-1,2-propanodioli, waznych
dla przemystu farmaceutycznego [11]. Ponadto jest on substratem do syntezy kwasu
3-(4-metoksyfenylo)glicydowego z ktérego produkuje sie diltiazem - lek bedacy
antagonista receptoréw wapnia.

O 0O O
oktylo-agaroza-PPL .H H
LA, _O__R LN _Oo R + [N __OH
hil 5% CH,CN g (R)-7
o (R6 © 55%
R=CH,, C;H, ¢
96% ee
Schemat 3
Scheme 3

Zastosowano roézne procedury immobilizacji tego enzymu takie jak: immo-
bilizacja na zelu oktylo-agaroza, fenylo-agaroza oraz oktadecylo-polimetakrylat.
W przypadku uzycia biokatalizatora na zelu oktylo-agarozowym konwersja byta
najwieksza, a enancjoselektywno$¢ dla estru butylowego wynosita okoto 30.

PPL zastosowano rowniez, jako katalizator reakcji hydrolizy a-acetoksyamiddw
[12], przyklad takiego procesu przedstawiono na Schemacie 4. Zwigzek 9 jest analo-
giem podofillotoksyny, ktdra ma wlasnosci antynowotworowe.

(0]
PPL MeO N OH
T (RIlub(S)55 + H
bufor fosf. pH 7,4
MeO

aceton

OMe

MeO OMe
OMe
(S) lub (R)-9

Schemat 4
Scheme 4
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W przypadku stosowania natywnego enzymu reakcja trwata 7 godzin, konwer-
sja wyniosta 48% a enancjoselektywnos¢ E = 3,5. Gdy zastosowano enzym immo-
bilizowany w alginianie wapnia czas reakcji wydluzyl sie do 20 godzin, a konwersja
obnizyla si¢ do 41%, ale enancjoselektywno$¢ reakeji wzrosta do 5,1.

b) Réwniez estry fenoli i bifenoli (takich jak zwigzek 10) sa hydrolizowane
z wysoka enancjoselektywnoscia dzieki zastosowaniu PPL [13].

LS C °
J\ PPL OH . O OLR
bufor fosforanowy OH (0] R

ony J T
@)

(

(S)-11
o R)-10
R=(CH,),CH, 30%
97% ee
Schemat 5
Scheme 5

Zwigzek 11 otrzymano z dobrag wydajnoscig i nadmiarem enancjomerycznym
wynoszacym 97%. Enancjoselektywnos¢ tej reakcji byta wysoka, powyzej 100. Inne
lipazy réwniez byly badane, ale otrzymywano produkt 11 ze znacznie mniejsza
wydajnoscig. Drugi enancjomer byl otrzymany z podobng enancjoselektywnoscia
przez chemiczng hydroliz¢ pozostalego po reakcji enzymatycznej nieprzereagowa-
nego diestru o konfiguracji R.

c) Lipaza z trzustki wieprzowej jest bardzo czgsto stosowanym biokatali-
zatorem w reakcjach transestryfikacji. Reakcje takie przeprowadza si¢ w roz-
puszczalnikach organicznych, gdyz w $rodowisku wodnym przebiegaja reakcje
hydrolityczne. Pierwszorzgdowe i drugorzedowe alkohole sg acetylowane z dobra
enancjoselektywnoscia.

PPL zastosowano do syntezy enancjomerycznie wzbogaconych oraz enancjo-
merycznie czystych zwigzkéw zapachowych (Schemat 6) [14].

H OAc OH
PPL, eter t-butylowo-metylowy +
octan winylu
12 48% (5-13 (R1-12
60% ee 55% ee

Schemat 6
Scheme 6
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Produkty otrzymano z bardzo dobra wydajnoscig i nadmiarami enancjome-
rycznymi wynoszacymi 60% dla estru 13 i 55% dla alkoholu (R)-12. Aby uzyskac
wyzsze nadmiary enancjomeryczne nieprzereagowany alkohol byt ponownie pod-
dany reakeji transestryfikacji, w wyniku czego jego nadmiar enancjomeryczny
wzrést do 99%. Ester octowy byl chemicznie hydrolizowany (wodorotlenek potasu
w metanolu) do alkoholu, ktéry poddano kolejnej reakcji transestryfikacji z PPL
jako katalizatorem. Nadmiar enancjomeryczny octanu wyniést 99%. Alkohol (R)-12
i octan 13 byly nastepnie przeksztalcane w stereoizomery florhydralu, ktére maja
rézne zapachy (znacznie silniejsze niz zapach racemicznego florhydralu) i sg stoso-
wane w przemysle kosmetycznym.

W przypadku dioli z pierwszorzedowymi i trzeciorzedowymi grupami hydrok-
sylowymi, acetylowane s3 tylko grupy pierwszorzedowe [15]. Jest to typowe dla
katalizowanych enzymatycznie reakcji acetylowania. Metode te zastosowano do
otrzymywania chiralnych trzeciorzedowych alkoholi (S)-14, co pokazano na Sche-
macie 7. Produkty tej reakcji sg stosowane w syntezie metabolitow ze $ciezki biosyn-
tezy witaminy D, lub analogéw prostaglandyny.

OH
HO ' PPL
—_—
‘ ‘ octan winylu
t-Bu-O-Me
50%
(rac) - 14 ee>97% ee>97%
(R)-15 (S)-14
Schemat 7
Scheme 7

Produkt 15 i nieprzereagowany substrat (S)-14 uzyskano z wysokimi nadmia-
rami enancjomerycznymi, powyzej 97%. Enancjoselektywnos¢ tej reakcji jest bar-
dzo wysoka, powyzej 1000.

PPL zastosowano roéwniez jako biokatalizator transestryfikacji wewnatrzczas-
teczkowej [16], w wyniku ktorej powstaja laktony. Lakton statyny (17) jest uzywany
w produkgji lekdow, takich jak lowastatyna i simwastatyna, ktére obnizaja poziom
cholesterolu we krwi.
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o)
\wa

o

~ PPL
OH OH O ¥ Heer
Et,O, 40°C
(cis) - 16 50% ee>98%
Schemat 8
Scheme 8

Zastosowanie enzymu zwierzecego umozliwilo otrzymanie produktu 17
z wysoka wydajnodcig i nadmiarem enancjomerycznym przewyzszajacym 98%.
Wydajno$¢ zwiekszono z 25% do 50% stosujac stala matryce — sita molekularne
usuwajace wode z natywnego enzymu. W przypadku stosowania lipaz z mikroorga-
nizméw odpowiedni produkt otrzymano z nizszg wydajnoscia.

d) Typowym zastosowaniem PPL jest uzycie tego enzymu, jako biokatalizatora
hydrolizy estréw prowadzacej do chiralnych kwasow:

Kwasy 2-cyjano-2-metylo-podstawione (19) otrzymano z wysoka enancjoselek-
tywnoscig (wigkszg niz 150) stosujac PPL, jako biokatalizator [17]. Obecno$¢ dwoch
grup funkcyjnych w bezposrednim sgsiedztwie grupy karboksylowej powoduje, ze
sa to zwigzki bardzo uzyteczne w syntezie organicznej.

PPL
%C“ — %CN 1

CO,R bufor fosf. COOH
H7,0
(rac)- 18 P 0% 98%ee  dla R=n-C,H,
Schemat 9
Scheme 9

Autorzy nie okreslili konfiguracji absolutnej hydrolizowanego enancjomeru.
Enancjoselektywnos¢ zalezy od rodzaju grupy alkoksylowej R estrze bedgcym sub-
stratem reakcji (18). Odpowiednie produkty otrzymano z wydajno$ciami od 13 do
51% oraz nadmiarami enancjomerycznymi zmieniajacymi si¢ w zakresie 79-98%.
Reakcje, w ktdrej otrzymano najlepsza enancjoselektywnos¢ przedstawiono na Sche-
macie 9. Enzymy mikrobiologiczne nie byly przydatne w tej reakcji, gdyz produkty
otrzymywano ze znacznie nizszymi nadmiarami enancjomerycznymi.
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2.1.2. Inne lipazy

Réwniez lipazy z réznych gatunkéw ryb [18], owczych organéw [19], brazo-
wego tluszczu szczura [20] oraz psiej trzustki [21] byly izolowane i oczyszczane.
W wigkszosci przypadkéw do homogenizacji uzywano acetonu. Aktywnosci enzy-
matyczne byly mierzone odpowiednio dla palmitynianu p-nitrofenylu, triacylo-
gliceroli, trioleiny i tributyryny jako substratow, zatem prawdopodobnie reakcje
zwigzkéw podobnych do tych moga by¢ katalizowane przez wymienione lipazy.
Zwlaszcza surowy ekstrakt lipazy z psiej trzustki wykazywat duza aktywno$c¢ i jest
potencjalnie uzyteczny w biotransformacjach.

Lipaze¢ z narzadéw owczego przewodu pokarmowego zastosowano do katalizo-
wania hydrolizy 1,2-propanodiolu (20) [22].

o 0
o< o< OH
C,H, LPGL C,H,  migracja Ac
O\H/CsH7 OH - OTC3H7
(0] (0]
20 21 22

Schemat 10
Scheme 10

W stanie rOwnowagi 1-monoester (21):2-monoester (22) wystepuja w stosunku
33,2:66,8. Przeniesienie reszty acylowej w drugim etapie jest obserwowane réwniez
bez obecnosci enzymu. Pozycja 2 jest preferowana przez lipaz¢ prawdopodobnie
dlatego, ze jest bardziej hydrofobowa.

2.2. ESTERAZY

Mechanizm katalizowania reakeji przez esterazy jest dobrze znany [23], a ich
bardzo liczne zastosowania zostaly opisane [24]. Znanych jest bardzo wiele esteraz
pochodzenia mikrobiologicznego, jednak niewiele z nich ma zastosowanie w syn-
tezie. Natomiast esterazy zwierzece sg szeroko wykorzystywane. Wlasnoséci oraz
zastosowania najbardziej popularnej z nich, esterazy z watroby wieprzowej, zostaly
zestawione i opisane [25].

Esterazy izolowano z watroby réznych zwierzat, najczesciej $wini i konia. Sg
uzywane gléwnie jako proszki acetonowe. Procedury przygotowania proszkow
acetonowych z watroby réznych zwierzat sa podobne [26]. Sq réwniez podobne do
standardowej procedury podanej w rozdziale 2.2., ale prostsze od niej. Do homoge-
nizacji tkanki uzywa si¢ zimnego acetonu, po wirowaniu osad suszy si¢ i rozciera,
nie ma kolejnych etapdw ekstrakeji.
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Esteraza z watroby wieprzowej (PLE) jest enzymem wystepujacym w postaci
kilku izoenzymoéw. Wszystkie one majg aktywno$¢ esterazy, zatem nie ma sensu
oczyszczanie ich do pojedynczych bialek i nastepnie tgczenie. Lepiej zastosowad
surowy proszek acetonowy, ktory zawiera wszystkie izoenzymy obecne w danej
tkance, ma takg sama specyficznos¢ substratows, a jest go o wiele fatwiej otrzymac.

PLE zostala sklonowana i eksprymowana w drozdzach Pichia pastoris [27].
Uzyskano rekombinowane izoenzymy inne niz y-PLE ktére posiadaly wyzsza
aktywno$¢ specyficzng w reakeji hydrolizy (R)-metylo-(4E)-5-chloro-2-izopropylo-
-4-pentenianu (enancjoselektywno$¢ powyzej 200), niz surowe PLE. Mutanty PLE
réwniez byly eksprymowane [28]. Daja one lepsza enancjoselektywno$¢ pod-
czas hydrolizy 1-fenylo-1-etylooctanu i preferuja inny enancjomer 1-fenylo-3-
-butylooctanu niz enzym natywny.

2.2.1. Zastosowanie esteraz zwierzecych, jako katalizatorow reakcji chemicznych

a) Esterazy sg bardzo popularnymi katalizatorami hydrolizy estrow, w wyniku,
ktorej otrzymuje sie chiralne alkohole drugorzedowe:

Pochodne 1-fenyloetanolu i 1-fenylopropanolu byly rozdzielane z uzyciem
proszkow acetonowych z krowy, kota, kurczaka, indyka, owcy, §wini i szczura [29].
Przyklad takiej reakcji przedstawiono na Schemacie 11. Powstajace w ten sposob
chiralne alkohole (np. zwigzek 24) sg jednostkami budulcowymi w syntezie lekow
oraz chemikaliéw stosowanych w rolnictwie.

OAc OAc OH
Br koci LAP Br Br :
+
pH 8,0 dioksan (R)-24
0,

23 51% (S)-23 ee>99%
Schemat 11
Scheme 11

1-(3-Bromofenylo)etanol (24) otrzymano z wydajnoscig 51% i swietnym nad-
miarem enancjomerycznym, powyzej 99%. Reakcje prowadzono z dodatkiem réz-
nych rozpuszczalnikéw organicznych. W zaleznosci od zrodta enzymu, zastosowanie
innych rozpuszczalnikéw dawalo optymalne rezultaty. W wigkszosci przypadkow
produkty otrzymano z dobra wydajnoscig i nadmiarami enancjomerycznymi powy-
zej 80%. We wszystkich przypadkach otrzymano alkohol o konfiguracji R, niezalez-
nie od gatunku, z ktérego pochodzit enzym.

Synteza a-hydroksy-p,y-nienasyconych estréw (26) z zastosowaniem proszku
acetonowego z watroby wieprzowej zostala opisana przez Vankara i wspolpracowni-
kow [30]. Produkty byly uzywane do syntezy chiralnych epoksydéw winylowych.
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OAc OH OAc
PLAP :
COEt —— COEt T CO,Et
pH=8
S)-26 R)-25
- ) (R)
90% ee 54% ee
Schemat 12
Scheme 12

W tej reakeji enzym hydrolizuje wigzanie estrowe, w ktorym bierze udzial alkohol
drugorzedowy, a pozostawia nienaruszone wigzanie z alkoholem pierwszorzedo-
wym. Jest to powszechne zjawisko w przypadku hydrolizy enzymatycznej. Produkt
26 otrzymano z wydajnoscig 81% i nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym
90%. Odzyskano réwniez wzbogacony enancjomerycznie substrat (R)-25.

LAPy zastosowano rowniez do rozdzialu estréw z innymi grupami
funkcyjnymi:

Reakcje octanow fenylotiocykloalkenylow (27) [31] przebiegaja z niewielka
enancjoselektywnoscig (okolo 10), jednak bylo to wystarczajace, aby wykorzystaé
otrzymane produkty do dalszej syntezy uzytecznych zwigzkéw chemicznych.

OA
¢ HO. .H
SPh PLAP SPh ' SPh
I +
o7 (S)-27 (R)-28
54% 26%
53% ee 70% ee
Schemat 13
Scheme 13

Produkt 28 otrzymano z umiarkowang wydajno$cig i nadmiarem enancjome-
rycznym wynoszacym 70%. Po przeprowadzeniu reakcji z analogami substratu 27
stwierdzono, ze wplyw grupy fenylosulfidowej na przebieg hydrolizy zmniejsza sig,
gdy znajduje si¢ ona dalej od centrum stereogenicznego.

Immobilizowana PLE byla zastosowana w reakcji hydrolizy estru butylowego
ofloksacyny (29) do chiralnej lewofloksacyny (30) [32]. Jest to antybiotyk z grupy
lekéw fluorochinolonowych. Lewofloksacyna jest znacznie aktywniejsza biologicz-
nie niz forma D, ponadto D-ofloksacyna moze by¢ toksyczna przy dtuzszym stoso-
waniu, dlatego wazne jest otrzymanie izomeru L.
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29 (L)-30 (D)-29

Schemat 14
Scheme 14

Produkt otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym ok. 60%. Centrum ste-
reogeniczne znajduje sie daleko od centrum reakeji, mimo to wykazano, ze ma
wplyw na enancjoselektywno$¢ reakcji. W kolejnym etapie badan enzym byl immo-
bilizowany w alginianie, Zelu poliakrylamidowym i przez adsorpcj¢. Dwie pierwsze
metody umozliwily uzyskanie biokatalizatoréw, ktére zastosowane w powyzszej
reakcji katalizowaly powstawanie produktu z podobnym nadmiarem enancjome-
rycznym, co w przypadku stosowania natywnego enzymu (53-60%). Adsorpcja
okazala sie tym razem metodg zmieniajaca wlasnoséci enzymu tak, iz stal sie nie-
przydatny jako biokatalizator.

b) Zastosowano PLE do regioselektywnej hydrolizy octanéw dioli (31) [33].

OAG OAc OH
| PLE | |
- o +
| 70% | !
OAc OH OAc
31 32 33

80:20

Schemat 15
Scheme 15

Badania wykazaty, ze wigzanie estrowe w poblizu wigzania podwdjnego o kon-
figuracji Z bylo tatwiej hydrolizowane przez enzym pochodzenia zwierzecego,
powstaje gldwnie zwiazek 32 (Z:E 80:20). Lipaza z grzyba Mucor miehei preferuje
hydrolize drugiego wigzania estrowego, gléwnie otrzymano zwigzek 33 (Z:E 20:80).
Mikrobiologiczne lipazy byly uzywane do acetylowania dioli, a PLE byla najlepszym
enzymem do przeprowadzenia selektywnej hydrolizy.
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c) Zastosowanie proszkow acetonowych do enancjoselektywnej hydrolizy
estrow fenoli:

Proszek acetonowy z trzustki wieprzowej katalizuje hydrolize dipentanianu
1,1’-bi-2-naftylu (34) [34]. Enancjomery binaftolu w kompleksie z tytanem znalazly
zastosowanie, jako katalizatory np. w reakcji Friedela-Craftsa z fluoranem [35] lub
w reakcji utleniania sulfidow [36].

988 . CO 1
CH, _ ™M 0~ "CH,
¢} C,Hy buforfosf OH o C,H,
90 e (1 OO T
(0]

34 (S)-35 (R)-34

Schemat 16
Scheme 16

o~ >:o

W wyniku rekcji enzymatycznej otrzymano (S)-bi-2-naftol (35) z wydajnoscia
64-67%. (R)-Bi-2-naftol otrzymano stosujac chemiczng hydrolize nieprzereagowa-
nego estru 34 (metanol i wodorotlenek sodu). Po krystalizacji z toluenu czysto$é
chemiczna i optyczna byly wigksze niz 99%.

d) Enancjoselektywna hydroliza estrow z uzyciem proszkéw acetonowych
z watroby jako biokatalizatoréw, w wyniku ktoérej otrzymuje si¢ optycznie czynne
kwasy i estry:

Hydroliza moze przebiega¢ bez otwierania pier$cienia laktonu [37]. Powstajacy
(4R,5R)-4-karboksy-5-pentylo-y-butyrolakton jest prekursorem zwiazku natural-
nego; kwasu (-)-fazeolinowego. Uzywano tu proszku acetonowego z watroby wie-
przowej, gdyz esterazy mikrobiologiczne badz z innych zwierzat nie katalizujg tej
reakcji lub produkt powstaje z bardzo matym nadmiarem enancjomerycznym.

HLAP zastosowano takze do syntezy pochodnych kwasu parakonowego [38],
co przedstawiono na Schemacie 17.

EtOOC HLAP HOOC EtOOC EtOOC

(0]
36 (S)-37 R)-38 | y- 1% ee
86% ee (S)-36
EtOOC i
(0] (R)-3
94% ee
Schemat 17

Scheme 17
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Produkt hydrolizy, czyli lakton z wolna grupa karboksylowa (37) otrzymano
znadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 86%. (S)-lakton 36 byt obecny w mie-
szaninie reakcyjnej, ale jego nadmiar enancjomeryczny byl niewielki. Natomiast
(R)-lakton 36 wyizolowano po dodaniu kwasu do uzyskania pH = 2, z nadmiarem
enancjomerycznym wynoszacym 94%. Lipazy mikrobiologiczne nie wykazywaty
regioselektywnosci i hydrolizowaly pierscien laktonowy, natomiast zastosowanie
proszku acetonowego z watroby konskiej (HLAP) umozliwito otrzymanie optycznie
czynnego laktonu.

Hydroliza laktonu bez rozrywania innych wigzan estrowych réwniez jest moz-
liwa dzieki zastosowaniu HLAP:

Kiedy y-butyrolakton jest podstawiony grupa alkilowa w pozycji 5, wiazanie
laktonowe jest tworzone przez alkohol drugorzedowy i zachodzi jego enzymatyczna
hydroliza [39]. HLAP hydrolizuje substraty o konfiguracji cis, mimo Ze tego typu
zwiazki nie sg dobrymi substratami do enzymatycznej hydrolizy. Enzymy z innych
zrodel katalizowaty nieenancjoselektywng hydrolize.

W przypadku 5-arylopodstawionych parakonianéw PPL i a-chymotrypsyna
nie sg selektywne. Natomiast gdy zastosowano HLAP nieprzereagowane estry
wyizolowano z wysokimi nadmiarami enancjomerycznymi [40]. Hydroliza lakto-
néw o konfiguracji trans jest szybsza, ale nie regioselektywna, otrzymuje si¢ mie-
szanine kwasdow.

Zastosowanie kurzego LAPu do rozdziatu estrow kwasu 1,2,3,4-tetrahydro-
izochinolino-3-karboksylowego (40) [41] przedstawiono na Schemacie 18. Kwas 40
jest jednostka budulcowy biologicznie czynnych peptydéw oraz inhibitoréw enzy-
mow, np. proteazy HCV [42] lub metaloproteinazy wystepujacej w matrix [43].

(0] O O|
| OR LAP z kurczaka H\OR + OH
NH NH NH
R=Me, Et, Bu
39 (R)-39 (S)-40
Schemat 18
Scheme 18

Autorzy twierdza, ze produkty (R)-39 i 40 otrzymali z wysoka wydajnoscia
i $wietnymi nadmiarami enancjomerycznymi, niezaleznie od reszty alkoholu
w substracie 39, ale nie podajg konkretnych wartosci. Inne proszki acetonowe,
PPL i lipaza z Candida cylindracea prowadzily do powstania produktéw z mniej-
szymi nadmiarami enancjomerycznymi. Wydajnos¢ nie zalezy od rodzaju alkoholu
w hydrolizowanym estrze.

Proszki acetonowe zastosowano tez do syntezy amidéw z chlorowodorkow
amin i estréw (Schemat 19).
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0}
o o}
- NH30| LAP z kurczaka .~ Nk(CHZ)BCH3
+ CHy(CH.),COOMe —— > H
HO 14,8% HO
41 42 43

Schemat 19
Scheme 19

Bez dodatku enzymu do $rodowiska reakcji nie powstawal zaden produkt.
Zastosowanie LAP pozwolilo otrzyma¢ amidy 43 bedace analogami kapsaicyny,
ktére majg wlasnosci przeciwbolowe [44] i wplywajg na przewodzenie bodzcow
nocyceptywnych [45]. Byly otrzymywane z chlorowodorku wanillylaminy (41) oraz
estrow metylowych réznych kwaséw ttuszczowych (42) [46]. Enzym katalizuje for-
mowanie nowego wiazania amidowego, co jest zupelnie rézne od innych reakcji,
w ktorych byl stosowany i pokazuje jak szerokie jest spektrum mozliwych zastoso-
wan. Produkt otrzymano z niskg wydajnoscia, ale reakcja przebiegata w tagodnych
warunkach i nie trzeba byto stosowac zadnych toksycznych reagentow.

2.3. L-AMINOACYLAZA Z NEREK SSAKOW

Przygotowanie proszkéw acetonowych z nerek (KAP) zostalo opisane przez
Regla i wspdtpracownikow [47]. Jest to ta sama metoda, co do przygotowania prosz-
kow z watroby. Te procedure zaadaptowano do przygotowania proszkéw z nerek
wolowych, psich, wieprzowych, szczurzych i owczych.

Proszki acetonowe z nerek s wykorzystywane gtéwnie do otrzymywania
optycznie czynnych aminokwaséw, np. L-homofenyloalaniny (45). Ester etylowy
L-homofenyloalaniny jest stosowany do syntezy Benazeprilu, inhibitora ACE (ace-
tylocholinoesterazy) [48].

COOH COOH COOH
NH KAP NH, NH
AN T T ¥ A
(0] (@]
41% - 37,5%
a4 o (L)-45 ° (D)-44
99,9% ee ee>99%
Schemat 20
Scheme 20

Stwierdzono, ze KAP wolowy ma najwieksza aktywnos$¢ specyficzng i przy
jego zastosowaniu uzyskano najlepsze rezultaty w powyzszej reakcji. Produkty 45
i (D)-44 otrzymano z wysokimi wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi
bliskimi 100%.
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Wieprzowa aminoacylaza 1 byla eksprymowana w Escherichia coli, konstruo-
wano tez rozne mutanty tego enzymu [49]. Pozwolilo to odkry¢ mechanizm katali-
tyczny i budowe miejsca aktywnego tej metaloproteiny. Dzieki temu nowe substraty
dla tego enzymu moga by¢ projektowane in silico.

2.4. IMIDAZY

Imidazy to enzymy katalizujace reakcje hydrolizy wigzania imidowego, gtéw-
nie w zwigzkach cyklicznych, np. dihydrouracylu (46). Byly izolowane z watroby
szczurzej [50], wieprzowej [51] i wolowej [52]. Procedury byly podobne, polegaly
na ekstrakeji enzymu z proszku acetonowego za pomocg buforu (w odréznieniu od
podanej ogolnej procedury, gdzie ekstrahowano proszki rozpuszczalnikami orga-
nicznymi). Enzym (nazywany réwniez dihydropirymidynaza) katalizuje reakcje
hydrolizy 5-, 6- i 7-cztonowych pierscieni imidéw oraz diacetamidu. Amidy, estry
i N-podstawione imidy nie sg hydrolizowane przez imidazy.

H o H,N
O:<_/NH + o imidaza OH NH
H2 _
Tris-HCI, pH 7,0 0>/
46 47
Schemat 21
Scheme 21

Stwierdzono, ze produkt hydrolizy dihydrouracylu (46) — N-karbamylo-f-alanina
(47) jest inhibitorem tego enzymu.

Imidaza ze szczurzej watroby ma rowniez zdolno$¢ katalizowania reakcji
hydrolizy cyklicznych organicznych weglandéw jak weglan etylenu (48), ktdry jest
hydrolizowany do glikolu etylenowego (49) [53]. Jest to reakcja nietypowa dla tego
enzymu, gdyz hydrolizowane jest wigzanie estrowe, a nie imidowe.

(0]
)L imidaza
] 9 HO OH + co,
99%
48 49

Schemat 22
Scheme 22
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2.5. PEPSYNA

Pepsyna i trypsyna to proteazy, czyli enzymy hydrolizujace wigzania pep-
tydowe.

Surowe ekstrakty pepsyny byly przygotowywane z zotadkéw réznych zwierzat,
np. ryb [54] (homogenizacja z acetonem, zawieszenie w buforze o pH 6 i liofilizacja)
iindyka [55] (ekstrakcja z uzyciem HCI).

Enzym ten zastosowano jako katalizator syntezy peptydéw [56]. Pepsyna
immobilizowana na Celicie wykazywala aktywnos¢ syntazy w rozpuszczalnikach
organicznych, jak acetonitryl, chlorek metylenu, etanol. Przyklad syntezy peptydu
z zastosowaniem pepsyny podano ponizej:

o o
H
o)
Z/N\Z)kNJﬁ(N\_/lLOH + H\)OL M NQJ\ H\)Ok{l\‘i Nvloj\ oM
: H o HN N , H OMe 7 . N : : ” e
o) : 0 - [SHE o - 0
50 51 52 \©

Schemat 23
Scheme 23

Wydajnos$¢ wyniosta 90%. Metoda byta efektywna w syntezie hydrofobowych
peptydow, ktdre nie moga by¢ syntetyzowane w rozpuszczalnikach wodnych.

2.6. TRYPSYNA

Ekstrakty trypsyny byly izolowane z wnetrznosci réznych gatunkéw ryb [57].
Wszystkie procedury byly podobne (homogenizacja sledziony z acetonem, wiro-
wanie, zawieszenie w buforze Tris-HCI i liofilizacja oraz czasem frakcjonowanie
siarczanem amonu).

Trypsyna zwykle katalizuje hydrolize wigzan peptydowych i jest czesto uzywana
do dzielenia biatek na mniejsze peptydy przed ich analizg w spektrometrze maso-
wym. Jednak enzym ten ma réwniez inne wlasnosci katalityczne. Trypsyna byla
uzyta do badania kinetyki hydrolizy pochodnych aminokwasow: estréw metylo-
wych chlorowodorkéw L-argininy, L-homoargininy i L-ornityny [58]. Stwierdzono,
ze acylowanie enzymu jest szybkie, a deacylowanie kompleksu enzym-substrat jest
etapem limitujacym. Ester argininy byt najlepszym substratem, zas ester ornityny
byt hydrolizowany najwolniej i z najmniejszg stereoselektywnoscia.

Réwniez hydroliza p-guanidynofenylowych estréw aminokwasow (53) i pepty-
dow bylta przeprowadzana z uzyciem trypsyny [59] (na Rysunku 1 skrét AA oznacza
reszte aminokwasows).
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Rysunek 1
Figure 1

Badania wykazaly, iz takie pochodne D- i L-aminokwaséw maja duze powino-
wactwo do trypsyny, podobne do powinowactwa dla typowych substratéow (L-lizyny
i L-argininy). Natomiast D aminokwasy sa wolniej acylowane niz enancjomery L.

2.7. HYDROLAZY ALDOHEKSOZ
Sa to enzymy hydrolizujace wigzania glikozydowe pomiedzy resztami cukro-

wymi. Mozna je réwniez stosowa¢ do reakeji syntezy oligosacharydéw. Przyktady
takich zastosowan przedstawiono ponize;j.

2.7.1. -Glukuronidaza

B-Glukuronidaza z watroby wolowej byla biokatalizatorem uzytym w syntezie
disacharydéw zawierajacych f-D-glukuronian [60].

OH_-OH
(0]
56 HO
-00C OH_OH o OO-p-NP
HO$O O-p-NP 0 glukuronidaza -00C OH
HO + HO (ﬁ e ——
OH bufor octowy
O-p-NP H52 HOHO
54 55 pR o, +
-00C o
HO o Ol-cl)
HO OH 57
HO
OH
O-p-NP
Schemat 24
Scheme 24

p-Nitrofenylo-B-D-glukuronian (54) byt uzyty jako donor, a p-nitrofenylo-
galaktopiranoza (55) jako akceptor. Produkty 152 (56) i 14 (57) otrzymano
z wydajnoscia 21% i 16%. Substraty zawierajg po kilka grup hydroksylowych, zatem
jest duzo teoretycznie mozliwych produktéw. Powstawanie tylko dwdch z nich
$wiadczy o bardzo duzej selektywnosci enzymu. Powstalo 40% produktow transgli-
kozylacji, co jak na enzym hydrolityczny jest dobrym wynikiem.
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2.7.2. a-L-Fukozydaza

a-L-Fukozydaza byta izolowana z kilkunastu zwierzat (gadow, ptazow, ptakow
i ssakow) [61]. U roznych gatunkéw rozne tkanki byly bogate w ten enzym, glow-
nie watroba, nerki, §ledziona. Stezenie tego enzymu w organizmie jest niewielkie
i uzyskanie dostatecznie czystego do przeprowadzenia reakcji enzymu wymagato
dokladnego oczyszczenia metodami chromatograficznymi.

a-L-Fukozydaza z migczakow i psa ma aktywno$¢ trans glikozydazy [62].
Donorem fukozy byt p-nitrofenylo-a-L-fukopiranozyd (58). Jako akceptory stoso-
wano rozne zmetylowane cukry. Typowa reakcje¢ przedstawiono na Schemacie 25.

o/pNP

?@Z fukozydaza \i 2 OH
OH 4 ~ ?\ + ?\
OH
OH 0 %
OH

/-0 jOH
58 OH 60

OH
59

Schemat 25
Scheme 25

Najlepszymi akceptorami byly zmetylowana a-L-fukoza (a-L-Fuc-O-Me, 59) i zme-
tylowana -D-galaktoza (B-D-Gal-O-Me). Regioselektywno$¢ zalezy od akceptora:
w przypadku a-L-Fuc-O-Me produkty 152 (60) i 13 (61) powstawaly w proporcji
45/55, w przypadku -D-Gal-O-Me produkty 152, 153, 16 otrzymano w proporcji
45/42/13. W drugim przypadku izolowano nie tylko di-, ale tez tri- i tetrasacharydy.
Posiadaly one reszte fukozy w réznych pozycjach.

2.7.3. f-Galaktozydaza

B-Galaktozydaze zastosowano do syntezy p-galaktozylowanych pochod-
nych nukleozydéw (Rys. 2), ktére majg aktywnos¢ antynowotworowa i anty
HIV [63]. Mimo ze grupa 5-hydroksylowa w nukleozydach jest nieaktywna,
B-galaktozydaza z mieczaka pozwolila otrzymaé 5’-B-galaktozylonukleozydy ze
$wietng regioselektywnoscia.
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Rysunek 2
Figure 2

5’-0-f3-Galaktozylo-5-fluorourydyna (62) (pochodna leku przeciwnowotwo-
rowego) byla otrzymana z wydajnosciag 60%, a 5-O-p-galaktozylo-3’-azydo-3’-
deoksytymidyna (63) (pochodna leku anty HIV) z wydajnoscig 43%. Analogi
nukleozydéw innych zasad otrzymano z niskg wydajno$cig, poniewaz posiadaja
one grupy aminowe bardziej reaktywne niz hydroksylowe i glikozylacja zachodzita
gléwnie na grupie aminowe;j.

2.7.4. a-Glukozydaza
a-Glukozydaza réwniez wykazuje aktywnos¢ transferazy. W pH 5,8 z uzyciem
p-nitrofenylo-a-D-glukozy jako substratu, katalizuje przeniesienie a-D-glukozy na
celobioze, sacharoze i izomaltoze. Na poczatku tworzy si¢ gtéwnie wigzanie 154,
ale p6zniej kumuluje si¢ produkt 1->6. Enzym ten katalizuje réwniez glukozylacje
pirydoksyny [64].
2.8. PIROFOSFATAZY NUKLEOTYDOW (NPP)

NPP katalizujg reakcje:

NMP-O-X + H,0 NMP + [H]-O-X

gdzie X jest oligofosforanem lub reszta alkoholu, a NMP jest dowolnym 5’-nukleo-
tydem. Pirofosfatazy nukleotydéw zastosowano réwniez, jako katalizator reakcji
alkoholizy [65]. Badano takie reakcje pirofosfataz pochodzacych z wnetrznosci
wolowych, watroby szczurzej i ludzkiego serum. Stwierdzono, ze NPP maja w tych
reakcjach aktywnos$¢ transferazy.
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Schemat 26
Scheme 26

W przypadku wolowej i ludzkiej NPP tworzyty sie estry (66) tylko w przypadku
zastosowania alkoholu metylowego badz etylowego. Natomiast pirofosfataza ze
szczurzej watroby katalizuje reakcje z glicerolem, seryng (65), glikolem polietyleno-
wym, glicerolo-2-fosforanem.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przytoczonego pis$miennictwa stwierdzono, iz tkanki zwierzece
s3 zrédtem bardzo wielu hydrolaz, uzywanych jako biokatalizatory réznorodnych
reakcji. Wida¢, ze najwieksze zastosowanie znalazly lipaza z trzustki wieprzowej
i esteraza z watroby wieprzowe;j.

Znane s3 przyklady stosowania enzymoéw immobilizowanych, pokazano to dla
PPL (otrzymywanie (R)-glicydolu) i PLE (otrzymywanie lewofloksacyny).

W pracy zostaly pokazane reakcje, w ktérych enzymy pochodzenia zwierze-
cego nierzadko okazywaly si¢ wydajniejszymi biokatalizatorami niz te z mikroor-
ganizmow. Wskazano réwniez zastosowania produktéw reakcji enzymatycznych do
dalszej syntezy, np. lekow.

PODZIEKOWANIA

Praca wykonana w ramach projektu ,,Biotransformacje uzyteczne w przemysle
farmaceutycznym i kosmetycznym” No. POIG.01.03.01-00-158/09-01 czesciowo
finansowana przez Uni¢ Europejska w ramach Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego.



582

H. HIBNER, R. OSTASZEWSKI

PISMIENNICTWO CYTOWANE

J. Bryjak, Wiad. Chem., 2004, 58, 691.

R.K. Murray, D.K. Granner, P.A. Mayes, V. Rodwell, Harper’s Ilustrated Biochemistry, McGraw-
Hill, 2003, 49.

P. Kielbasinski, R. Ostaszewski, W. Szymanski, Enzymatic Catalysis Today and tomorrow, [w:] Novel
Concepts in Catalysis and Chemical Reactors, pod redakcja A. Cybulski, J.A. Moulijn, A. Stankie-
wicz, WILEY-VCH, 2010, 95.

Ch.-W. Garner, L.C. Smith, J. Biol. Chem., 1972, 247, 561.

N.N. Ghandi, J. Am. Oil Chem. Soc., 1997, 74, 621.

F. Theil, Chem. Rev., 1995, 95, 2203.

C. Chapus, M. Rovery, L. Sarda, R. Verger, Biochimie, 1988, 70, 1223.

U.R. Kalkote, A.N. Purude, V.G. Puranik, M.K. Gurjar, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2006, 40, 38.

N. Nazir, S. Koul, M.A. Qurishi, S.C. Taneja, G.N. Qazi, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2009, 59, 121.
M. Pregnolato, M. Terreni, L.E. de Fuentes, A.R. Alcantara Leon, P. Sabuquillo, R. Fernandez-
Lafuente, ].M. Guisan, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2001, 11, 757.

J. Chen, W. Shum, Tetrahedron Lett., 1995, 36, 2379.

D. Koszelewski, A. Redzej , R. Ostaszewski, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2007, 47, 51.

T. Takemura, G. Emoto, J. Satoh, Y. Kobayashi, C. Yaginuma, Y. Takahashi, T. Utsukihara,
C.A. Horiuchi, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2008, 55, 104.

A. Abate, E. Brenna, C. Fuganti, EG. Gatti, S. Serra, ]. Mol. Catal. B-Enzym., 2004, 32, 33.

S.-T. Chen, J.-M. Fang, J. Org. Chem., 1997, 62, 4349.

C. Bonini, C. Cazzato, E. Cernia, C. Palocci, S. Soro, L. Viggiani, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2001,
16, 1.

T. Miyazawa, M. Shimaoka, T. Yamada, Biotechnol. Lett., 1991, 21, 309.

AN.A. Aryee, B.K. Simpson, R. Villalonga, Enzyme Microb. Tech., 2007, 40, 394.

J. De Caro, E Ferrato, R. Verger, A. De Caro, BBA Gen. Subjects, 1995, 1252, 321.

D. Guerrier, H. Pellet, FEBS Lett., 1979, 106, 115.

J.M. Steiner, D.A. Williams, Biochimie, 2002, 84, 1243.

C.J. OConnor, R.H. Barton, J. Mol. Catal. B-Enzym., 1998, 4, 161.

J. Bryan Jones, Pure & Appl. Chem., 1990, 62, 1445.

T. Panda, B.S. Gowrishankar, Appl. Microbiol. Biot., 2005, 67, 160.

M. Mroczkiewicz, A. Fryszkowska, R. Ostaszewski, Biotechnologia, 2005, 2, 32.

a) W.M. Connors, A. Pihl, A.L. Dounce, E. Stotz, J. Biol. Chem., 1950, 184, 29; b) K. Adachi,
S. Kobayashi, M. Ohno, Chimia, 1986, 40, 311.

M. Hermann, M.U. Kietzmann, M. Ivanci¢, C. Zenzmaier, R.G.M. Luiten, W. Skranc, M. Wub-
bolts, M. Winkler, R. Birner-Gruenberger, H. Pichler, H. Schwab, J. Biotech., 2008, 133, 301.

A. Musidlowska-Persson, U.T. Bornscheuer, Tetrahedron-Asymmetr., 2003, 14, 1341.

A. Solis, S. Garcia, H.I. Perez, N. Manjarrez, H. Luna, Tetrahedron-Asymmetr., 2008, 19, 549.

PS. Vankar, I. Bhattacharya, Y.D. Vankar, Tetrahedron-Asymmetr., 1996, 7, 1683.

Y.D. Vankar, G. Kumaravel, I. Bhattacharya, P.S. Vankar, K. Kaur, Tetrahedron, 1995, 51, 4829.
S.-Y. Lee, B.-H. Min, S.-H. Hwang, Y.-M. Koo, C.-K. Lee, S.-W. Song, S.-Y. Oh, S.-M. Lim, S.-L. Kim,
D.-I. Kim, Biotechnol. Lett., 2001, 23, 1033.

C. Pichon, M.-E. Martin-Gourdel, D. Chauvat, C. Alexandre, E Huet, J. Mol. Catal. B-Enzym.,
2004, 27, 65.

R.J. Kazlauskas, Organic Syntheses, 1992, 70, 60.

A. Ishii, V.A. Soloshonok, K. Mikami, J. Org. Chem., 2000, 65, 1597.

N. Komatsu, M. Hashizume, T. Sugita, S. Uemura, J. Org. Chem., 1993, 58, 4529.



ZASTOSOWANIA ENZYMOW Z TKANEK ZWIERZECYCH W SYNTEZIE ORGANICZNE] I BIOKATALIZIE. 1. 583

[37] S. Drioli, E Felluga, C. Forzato, P. Nitti, G. Pitacco, E. Valentin, J. Mol. Catal. B-Enzym., 1997, 3,
203.

[38] S. Coriani, C. Forzato, G. Furlan, P. Nitti, G. Pitacco, M. Ringholm, K. Ruud, Tetrahedron-Asym-
metr., 2009, 20, 1459.

[39] A.Comini, C. Forzato, P. Nitti, G. Pitacco, E. Valentin, Tetrahedron-Asymmetr., 2004, 15, 617.

[40] C. Forzato, G. Furlan, P. Nitti, G. Pitacco, E. Valentin, E. Zangrando, P. Buzzini, M. Goretti, B. Tur-
chetti, Tetrahedron-Asymmetr., 2008, 19, 2026.

[41] R. Sanchez, H. Luna, H.I. Perez, N. Manjarrez, A. Solis, Tetrahedron-Asymmetr., 2001, 12, 1399.

[42] K.X. Chen, EG. Njoroge, J. Pichardo, A. Prongay, N. Butkiewicz, N. Yao, V. Madison, V. Girija-
vallabhan, J. Med. Chem., 2006, 49, 567.

[43] H. Matter, M. Schudok, W. Schwab, W. Thorwart, D. Barbier, G. Billen, B. Haase, B. Neises,
K.-U. Weithmann, T. Wollmann, Bioorgan. Med. Chem., 2002, 10, 3529.

[44] R.Wrigglesworth, C.S.J. Walpol, S. Bevan, E.A. Campbell, A. Dray, G.A. Hughes, I. James, K.J. Mas-
din, J. Winter, J. Med. Chem., 1996, 39, 4942.

[45] A.Dray, Biochem. Pharmacol., 1992, 44, 611.

[46] K. Kobata, K. Yoshikawa, M. Kohashi, T. Watanabe, Tetrahedron-Lett., 1996, 37, 2789.

[47] 1. Regla, H. Luna, H.I. Perez, P. Demare, I. Bustos-Jaimes, V. Zaldivar, M.L. Calcagno, Tetrahe-
dron-Asymmetr., 2004, 15, 1285.

[48] C.-Y. Chang, T.-K. Yang, Tetrahedron-Asymmetr., 2003, 14, 2239.

[49] Z.Liu, Z. Zhen, Z. Zuo, Y. Wu, A. Liu, Q. Yi, W. Li, J. Biochem., 2006, 139, 421.

[50] Y.-S. Yang, S. Ramaswamy, W.B. Jakoby, J. Biol. Chem., 1993, 268, 10870.

[51] T.-M. Su, Y.-S. Yang, Protein Expres. Purif., 2000, 19, 289.

[52] J. Kautz, K.D. Schnackerz, Eur. J. Biochem., 1989, 181, 431.

[53] Y.-L. Yang, S.G. Ramaswamy, W.B. Jacoby, J. Biol. Chem., 1998, 273, 7814.

[54] S.Klomklao, H. Kishimura, M. Yabe, S. Benjakul, Comp. Biochem. Phys. B, 2007, 147, 682.

[55] H. Temiz, U. Aykut, E. Okumus, S. Turhan, Biotechnol. Bioproc. E., 2007, 12, 450.

[56] LY. Filippova, E.N. Lysogorskaya, Russ. J. Bioorg. Chem., 2003, 29, 496.

[57] a) R. Balti, A. Barkia, A. Bougatef, N. Ktari, M. Nasri, Food Chem., 2009, 113, 146; b) I. Kurto-
vic, S.N. Marshall, B.K. Simpson, Comp. Biochem. Phys. B, 2006, 143, 432; c¢) H. Kishimura,
K. Hayashi, Comp. Biochem. Phys. B, 2002, 132, 485; d) S. Klomklao, S. Benjakul, W. Visessan-
guan, K. Kishimura, B.K. Simpson, H. Saeki, Comp. Biochem. Phys. B, 2006, 144, 47; ¢) S. Klom-
klao, H. Kishimura, Y. Nonami, S. Benjakul, Food Chem., 2009, 115, 155.

G. Andreotti, A. Giordano, A. Tramice, E. Mollo, A. Trincone, J. Biotech., 2006, 122, 274.
J.C. Cameselle, A. Agudo, J. Canales, M.]. Costas, A. Fernandez, A. Flores, M. Garcia-Diaz, S. Gon-
zalez-Santiago, J. Lopez-Gomez, J.M. Ribeiro, .M. Vergeles, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2001, 11,

469.

[58] N.J. Baines, J.B. Baird, D.T. Elmore, Biochem. J., 1964, 90, 470.
[59] H. Sekizaki, K. Itoh, E. Toyota, K. Tanizawa, Chem. Pharm. Bull., 1996, 44, 1577.
[60] V. Langlois, J. Parisot, V. Bonnet, C. Rabiller, Tetrahedron-Asymmetr., 2002, 13, 2369.
[61] B.J. Honas, UM. Glassman, T.]. Wiese, Comp. Biochem. Phys. B, 2009, 153, 359.
[62] O. Berteau, J. Bielicki, A. Kilonda, D. Machy, D.S. Anson, L. Kenne, Biochem., 2004, 43, 7881.
[63] G. Andreotti, A. Trincone, A. Giordano, J. Mol. Catal. B-Enzym., 2007, 47, 28.
]
]

Praca wplyneta do Redakgji 1 wrzesnia 2011






