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ABSTRACT

This work shows systematically known types of animal enzymes and their
applications in synthesis of pharmaceuticals and nonracemic organic compounds.
It lays out similarities in procedures of isolation and purification of particular enzy-
mes. 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 performed.
Typical applications of:
- Oxidoreductases: horse liver alcohol dehydrogenase [3-13], lactate dehy-
drogenase [16-18], glutamate dehydrogenase [19, 20], carbonyl reductase
[24], catalase [27];

- Transferases: transaldolase [29], galactosyltransferase [30], UDP-glucuro-
nosyltransferase [31], fucosyltransferase [34], farnesyl diphosphate synthase
[35];

- Lyases: DOPA decarboxylase [38, 39], aldolase [42];

- Isomerases: N-acyl-D-glucosamine 2-epimerase [44]

were described.

Also examples of or recombined [24, 39, 44] 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 animal
enzymes gave much better results (yield and enantioselectivity) than microorga-
nisms. 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.

A quantitative analysis of applications of these enzymes was performed. Among
animal enzymes hydrolases and oxidoreductases have found the most applications
in synthesis. Transferases are also often used. Other classes of enzymes seldom act
as biocatalysts. It is general tendency, true also in relation to microbial and plant
enzymes.

Key words: animal enzymes, biocatalysis, organic synthesis, applications of enzy-
mes

Stowa kluczowe: enzymy zwierzece, biokataliza, synteza organiczna, zastosowania
enzymow
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AcOH - kwas octowy

AldDH - dehydrogenaza aldehydowa

DOPA - 3,4-dihydroksyfenyloalanina

ee - nadmiar enancjomeryczny

FMN - mononukleotyd flawinowo adeninowy

Fuc - fukoza

GDH - dehydrogenaza glutaminianowa

GDP - guanozynodifosforan

GlcNAc - N-acetyloglukozamina

HLADH - dehydrogenaza alkoholowa z watroby konskiej
LDH - dehydrogenaza mleczanowa

NADH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NE - norepinefryna

Neu5Ac - kwas N-acetyloneuraminowy

Ni (Ra) - nikiel Raneya

p-NP - para-nitrofenol

PLP - pirydoksyno-5’-fosforan

rac - racemat

rPHCR - rekombinowana reduktaza karbonylowa z serca $wini

UDP - urydynodifosforan
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WPROWADZENIE

Waznym wyzwaniem w syntezie organicznej jest uzyskanie odpowiednich pro-
duktow w reakcjach o wysokiej chemo-, regio- i stereoselektywnosci.

Poniewaz katalizatory chemiczne nie zawsze umozliwiajg przeprowadzenie
odpowiednich reakcji w zadowalajacy sposob, warto zwroci¢ uwage na reakcje,
ktore sg katalizowane przez enzymy. W pierwszej czesci tego opracowania przedsta-
wiono zastosowania hydrolaz w syntezie organicznej. Wynika to z tego, iz ta klasa
enzymow znalazla zdecydowanie najszersze zastosowanie w syntezie. W niniejszej
cze$ci zostaly przedstawione zastosowania oksydoreduktaz, transferaz, liaz i izome-
raz. Enzymy nalezace do tych klas nie znalazly, az tak szerokiego zastosowania, ale
zdecydowanie powinno sie to szybko zmieniaé. Niestety odpowiednie dane litera-
turowe zostaly opublikowane nie tylko w czasopismach chemicznych, co bardzo
utrudnia zapoznanie si¢ z tym zagadnieniem. Dlatego w tej czesci opracowania
przedstawiono znane zastosowania enzymow nalezacych do odpowiednich klas tak,
aby w mozliwie przejrzysty sposéb usystematyzowac dane literaturowe. Szczegélnie
hydrolazy i oksydoreduktazy znalazly szerokie zastosowanie w syntezie zlozonych
produktow koncowych, ktére zwykle posiadaja wysoka cene jednostkowa [1].

1. KOFAKTORY

Czesto do prawidlowego dzialania enzymy wymagaja obecnosci kofaktordw,
czyli zwigzkow chemicznych o malej masie czgsteczkowej, nieorganicznych (takich
jak jony metali) badZ organicznych, (dla ktérych dinukleotyd nikotynoamidoadeni-
nowy — NADH jest dobrym przedstawicielem). Ten fakt jest czesto pomijany w lite-
raturze. Nalezy jednak podkresli¢, ze bez kofaktorow aktywnos¢ szeregu enzymow
jest niewielka, co rzutuje na uzyskiwane wyniki i prowadzi do btednych wnioskow.
Zastosowanie nieoczyszczonych preparatow biologicznych, ktore jak moze sie wyda-
wac nie sg zbyt atrakcyjnymi biokatalizatorami, zapewnia obecnos¢ kofaktorow, co
przeklada sie na ich wysoka aktywnos¢ katalityczng. Warto wiec w przesiewowych
badaniach laboratoryjnych, ktérych celem jest tylko znalezienie dogodnego bioka-
talizatora stosowac takie preparaty.

2. WYBRANE ZASTOSOWANIA ENZYMOW

2.1. WYBRANE ZASTOSOWANIA OKSYDOREDUKTAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Oksydoreduktazy sg to enzymy, ktére katalizujg reakcje utleniania i redukeji.
Utleniaja np. grupy hydroksylowe, aminowe, jony metali, wigzania pojedyncze
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wegiel-wegiel do wigzan podwdjnych. Redukujg np. grupy karbonylowe. Kofaktory
takie jak NAD(P)H, mononukleotyd flawinowo adeninowy (FMN), sa niezbedne
do prawidlowego dzialania tych enzymoéw poniewaz umozliwiajg regeneracje
biokatalizatora.

2.1.1. Dehydrogenaza alkoholowa z watroby konskiej (HLADH)

Dehydrogenazy to podklasa oksydoreduktaz katalizujaca reakcje odszczepienia
wodoru od czgsteczki. Dehydrogenaza alkoholowa znalazta zastosowanie, jako bio-
katalizator zaréwno w reakcjach utleniania jak i redukcji.

Typowa, szeroko stosowana procedura izolacji tego enzymu zostala opisana
przez Dalziela [2].

2.1.1.1. Reakgje utleniania

HLADH znalazt szerokie zastosowanie w reakcjach utleniania dioli:

a) Dzigki zastosowaniu tego enzymu w reakeji utleniania 1,3-mezo-dioli [3]
(takich jak zwigzek 1) do laktondéw otrzymano enancjomerycznie czyste bicykliczne
[3.2.1] laktony o strukturze zwigzku 2 oraz jego analogi i [3.3.1] laktony, ktére sa
cennymi intermediatami w syntezie organiczne;j.

HLADH, NAD*, FMN
100% ee
pH9

-
OH OH 81% O 0
(mezo) - 1 (1S,3R)-2

Schemat 1
Scheme 1

Jak pokazano na Schemacie 1, lakton 2 otrzymano z wysoka wydajno$cig oraz
nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 100%. Analogiczne zwiazki otrzymano
z podobng wydajnoscig. Aby umozliwi¢ regeneracje dinukleotydu nikotynoamido-
adeninowego (NAD"), do reakcji dodano mononukleotyd flawinowo adeninowy
(FMN). Dodatek FMN znacznie zwigksza koszty syntezy, ale jest to duzo tansze niz
dodawanie NAD* w wigkszej ilosci i nie regenerowanie go. Przeprowadzone bada-
nia wykazaly, ze diole z pier§cieniem cyklopentanowym badz cykloheksanowym sg
akceptowane przez enzym. Wykazano ponadto, ze cis-1,3-bis(hydroksymetylo)cyc-
loheksan i (1R,3S,5R)-syn-anti-1,3-bis(hydroksymetylo)-5-(metoksymetylo)cyklo-
heksan byly doskonalymi substratami dla tego enzymu.

b) Réwniez utlenianie 1,2-mezo-dioli w warunkach analogicznych do przed-

stawionych na Schemacie 1, jest katalizowane przez ten enzym [4]. Takie lak-
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tony sa waznymi substratami do syntezy lekdw i biocydow, np. lakton cyklo-
butanowy byt dalej przeksztalcany do grandizolu - feromonu uzywanego
do ochrony upraw bawelny przed wotkiem zbozowym. Utlenianie cis-mezo
dioli dato bardzo dobre rezultaty. Natomiast utlenianie racemicznych trans
dioli przebiegalo z niska wydajnoscia i uzyskiwano produkty racemiczne.
Aby to wyjasni¢ zaproponowano model szesciennych przestrzeni w miejscu
aktywnym, w ktérym oba izomery trans wpasowuja si¢ dobrze w te prze-
strzenie, co wyjasnia tworzenie racemicznych produktow.

¢) HLADH katalizuje rowniez utlenianie hydroksycyklopentenéw [5] takich

jak zwiazek 3 do laktonéw, co pokazano na Schemacie 2.

OH OH

O o
OH pH 9, 20°C /\OH
75% 48%
23% ee 49% ee
(rac) - 3 (1S,2R)-3 (1R,2S)-4
Schemat 2
Scheme 2

Wydajnos¢ liczona jest wzgledem odpowiedniego enancjomeru substratu. Dzigki
zastosowaniu tego enzymu reakcja jest regio- i enancjoselektywna. Regioselektywnos$¢
reakeji jest zgodna z przewidywaniami, tzn. utleniana jest pierwszorzedowa, a nie
drugorzedowa grupa hydroksylowa, co prowadzi do powstania laktonu 4 i odzyski-
wany jest wzbogacony enancjomerycznie substrat (1S,2R)-3. Produkty otrzymywane
s3 z umiarkowanymi nadmiarami enancjomerycznymi.

Otrzymywanie optycznie czynnych laktonéw z wykorzystaniem réznych bio-
transformacji zostato opisane [6]. W niniejszej pracy przedstawiono kilka przykladow
otrzymywania laktondw z zastosowaniem enzymow zwierzecych.

d) Zastosowanie HLADH oraz dehydrogenazy aldehydowej immobilizowanych
razem w Zzelu poliakrylamidowym umozliwilo utlenianie dioli (np. zwigzku 5) do
L-a-hydroksykwasow [7]. Kwas 3-amino-2-hydroksypropionowy (7) otrzymany w ten
sposob moze by¢ wykorzystany do syntezy blokeréw receptoréw -adrenergicznych,
ktore sg stosowane jako leki.

Jest to interesujgcy przyklad wspoétdziatania dwdch réznych enzymow. Zgodnie
z ideg przedstawiong na Schemacie 3, najpierw dehydrogenaza alkoholowa utlenia
pierwszorzedowa grupe hydroksylowa diolu do aldehydu 6, a nastepnie dehydroge-
naza aldehydowa utlenia powstalg grupe zwigzku 6 do grupy karboksylowej kwasu 7.
Konwersja aldehydu do kwasu przesuwa rownowage pierwszej reakcji w strone pro-
duktu, co zwieksza wydajnos¢ catej przemiany.
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H

e}

OH HLADH OH AldDH
H NJVOH — = HN__A_0 ———=H,N

, 0
NAD i Y Y

H OH
96% ee
5 6 7
Schemat 3
Scheme 3

Zastosowanie drozdzowej dehydrogenazy alkoholowej pokazalo, ze enzym ten
byt niestabilny i mniej aktywny w przypadku utleniania dioli i @-aminoalkoholi.

2.1.1.2. Reakcje redukcji

Dehydrogenaza alkoholowa jest réwniez szeroko stosowana w reakcjach reduk-
cji aldehyddéw i ketondw. Enancjoselektywne redukcje katalizowane odczynnikami
organicznymi sg zwykle bardzo trudne do przeprowadzenia szczegdlnie, gdy odpo-
wiednie reakcje majg by¢ enacjo- i diastereoselektywne.

a) Typowe zastosowanie tego enzymu do redukcji bicyklicznych ketondw

[8] przedstawione jest na Schemacie 4. Alkohole 9 otrzymano z dobrymi
wydajno$ciami i nadmiarami enancjomerycznymi wynoszacymi 95-97%.
Najlepsze rezultaty otrzymano, gdy jako grupe karboksylowa w substracie 8
zastosowano reszte kwasu propionowego. Hydrofobowe ancuchy boczne
ketonéw (8) oddzialujg z hydrofobowg strefa miejsca aktywnego enzymu,
co zwieksza stabilizacje kompleksu enzym-substrat. Reakcja byla enacjose-
lektywna (tylko jeden z enancjomerdw substratu jest redukowany) i diaste-
reoselektywna (tworzy si¢ drugie centrum stereogeniczne i powstaje tylko
jeden z mozliwych diastereoizomerdéw).

0
0
0 HLADH, NADH H +H
H _—
+ H' ' Na,s,0, pH7,0
OTR
0

OH
o_. R O__R
o_ R
Y LA

O
R=alkil 42-50% 36-51%
(1R,2R,4R)-8 (1S,25,4S)-8 80-94% ee 95-97% ee
(1S,25,4S5)-8 (1R,2R,4R,5R)-9
Schemat 4

Scheme 4
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b) Zastosowano HLADH roéwniez do redukcji heterocyklicznych ketonow [9],
co przedstawiono na Schematach 5 i 6.

HLADH, NADH
o + o + o
bufor fosf., pH 7,0 10) HO HO™"

51% 17% 5%
52% ee 93% ee 19% ee

(1S,6R)-10 (1R,3S,65)-11 (1R,3R,6S)-11

Schemat 5
Scheme 5

ACD
Q@
;Cb :
JCD

HLADH, NADH :
S + S
bufor fosf., pH 7,0 o : HO

H H
52% 33%
53% ee >97% ee
(1S,65)-12 (1R,3S,6R)-13
Schemat 6

Scheme 6

Stwierdzono, ze substraty zawierajgce tlen (10) lub siarke (12) sa dobrze akcep-
towane przez HLADH, a ich redukcja przebiega tak jak dla weglowych analogéw.
Zauwazono rowniez, iz male znaczenie ma czy substrat zawiera tlen czy siarke.
Znaczgce jest natomiast jaka substrat ma konfiguracje. Jezeli ma konfiguracje trans
reakcja jest enacjo- i diastereoselektywna. W przypadku substratu o konfiguracji cis
diastereoselektywnos¢ jest nizsza.
¢) Optycznie czystych acyklicznych alkoholi drugorzedowych nie da si¢ otrzy-
macé przez bezposrednig redukcje biokatalityczng, gdyz acykliczne ketony
nie s dobrymi substratami dla dehydrogenazy alkoholowej. Dlatego zapro-
ponowano koncepcje przedstawiong na Schemacie 7 [10].
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O OH
? OH
HLADH Ni (Ra) :
S R S R
14 15 16
Schemat 7
Scheme 7

Polega ona na redukcji heterocyklicznych ketondw zawierajacych siarke (16) do
alkoholi, a nastepnie ich desulfuryzacji metodami chemicznymi (z zastosowaniem
niklu Raney’a). W ten sposob powstaja acykliczne, optycznie czyste alkohole drugo-
rzedowe (18), ktore sg bardzo trudne do otrzymania metodami chemicznymi.

Na Schemacie 8 przedstawiono warunki etapu enzymatycznego (redukcji
2-podstawionych tetrahydrotiopiran-4-onéw do cyklicznych alkoholi).

o o OH OH
HLADH, NADH : ’
+ +
EtOH, pH 7
S S r s ‘/ s
35% 1% 29%
39% ee opt. czysty opt. czysty
17 (2R)-17 (2R,4S)-18 (2S,45)-18
Schemat 8
Scheme 8

Enancjoselektywnos¢ tej reakejijest niewielka, redukcji ulegajg oba enancjomery
zwigzku 17. Natomiast nowo powstajace centrum stereogeniczne ma tylko jedna
konfiguracje, zatem reakcja jest diastereoselektywna. Produkty otrzymano z umiar-
kowang wydajnoscia, ale sa one optycznie czyste. Zwiazki (2R,45)-18 1 (25,45)-18 sa
diastereoizomerami, wiec mozna je rozdzieli¢ metodami fizycznymi.

d) Redukcja 3-podstawionych tetrahydrotiopiran-4-onéw [11] byla przepro-
wadzana w takich samych warunkach jak podane na Schemacie 8. W tym
przypadku produkty otrzymano z wyzsza wydajnoscia (do 49% izomeru
trans), ale z nizszymi nadmiarami enancjomerycznymi (78-90%).

e) Dehydrogenaze alkoholowg zastosowano réwniez do katalizowania reduk-
¢ji [1-H] oktanalu (19) [12].
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OH
HLADH, NADH, pH6,9 1. S of
ot R H S—— /x""lD
R™ "0 EtoH, dioksan D RA
R=C,H,, ee>95%
19 (15)-20 (1R)-20
Schemat 9
Scheme 9

Enzym odréznia wodér od deuteru. Tak male réznice sg niezauwazalne w przy-
padku metod chemicznych, zatem zastosowanie biokatalizy jest bardzo trudne do
zastgpienia. Produkt otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym wiekszym niz
95%. Enancjomer (S) (zwiazek 20) otrzymany w ten sposob byt chemicznie prze-
ksztalcony w mniej dostepny enancjomer (R), zatem mozliwe jest otrzymanie ta
metoda obydwu enancjomerdw.
f) HLADH akceptuje rowniez zwigzki organometaliczne jako substraty. Dzieki
temu z powodzeniem zastosowano ten enzym do redukgji trikarbonylo-
(r]6—benzaldehydo) komplekséw chromu [13].

CH,OH

(S)-21 (R)-22
Tween 80, 36°C
Cr(CO); HLADH Cr(CO){ Cr(CO)
dla R=2-CH,
NADH 089% 699
0 (]
CH,CHO — —— CH,CH,OH
81% ee 91% ee

R=CHg, Cl, OCHj, F (orto lub meta)

Schemat 10
Scheme 10

Na Schemacie 10 przedstawiono przebieg reakcji oraz role, jaka spetnia doda-
tek etanolu (umozliwia regeneracje kofaktora). W zaleznosci od reszty R produkty
otrzymano z wydajnoscig od 60 do prawie 100% oraz nadmiarami enancjomerycz-
nymi od kilku do ok. 91%. W przypadku izomeru meta otrzymywano zawsze alko-
hol o konfiguracji R, ale w przypadku izomeru orto produkty 2-metoksy i 2-fluoro
powstawaly z przewaga enancjomeru S. Aby to wyjasni¢ zastosowano komputerowe
modelowanie dopasowania substratéw do miejsca aktywnego enzymu. Okazalo sie,
ze uklad oddzialywan hydrofobowych i wigzan wodorowych enzym-substrat zmie-
nia si¢ w zaleznosci od podstawnika i stad roznice w enancjopreferencji.
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2.1.2. Dehydrogenaza mleczanowa

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) byta izolowana np. z osocza i leukocytéow
krow i koni [14]. Jednak otrzymanie LDH z tkanki miesniowej $wini jest wydaj-
niejsze i tansze [15]. Zastosowano nietypowa procedure wydzielania tego enzymu.
Tkanke mig$niowa homogenizowano z buforem Tris-HCI, a nastepnie mieszano
z piang wytworzona z surfaktanta, NaOH i barwnika. Po wirowaniu w fazie wodnej
znajdowal sie oczyszczony enzym. LDH akceptuje duze spektrum kwaséw jako sub-
stratow, zatem jest uniwersalnym katalizatorem.

Dehydrogenaz¢ mleczanowsg zastosowano, jako biokatalizator reakeji syntezy
kwasu f-chloromlekowego (24) oraz glicydolanu potasu (25) [16].

O
L-LDH OH 2 KOH COOK
NADH b 78% L
52%
ee>97% ee>97%
23 24 25
Schemat 11
Scheme 11

Na Schemacie 11 przedstawiono etap enzymatyczny i chemiczny reakcji. Produkt
otrzymano z nadmiarem enancjomerycznym powyzej 97% i umiarkowang wydaj-
noscig. Enzym byt uzywany w formie immobilizowanej (zamykany w zelu). NADH
byl regenerowany za pomocg glukozo-6-fosforanu oraz dehydrogenazy glukozo-6-
-fosforanu. Stosujac zwierzeca LDH otrzymywano kwas L-B-chloromlekowy oraz
L-glicydol. Izomery D uzyskiwano w ten sam sposéb z podobnymi nadmiarami
enancjomerycznymi uzywajac D-LDH z Lactobacillus leichmannii.

Opisano réwniez zastosowanie LDH do syntezy innych 2-hydroksykwasow
(27) [17], ktére sa waznymi substratami zastosowanymi w syntezie epoksydow, gli-
koli i haloestrow.

(0]
L-LDH HO, ,H
L L

R COOH NADH R COOH
' 94-99% 0e>99%
R=Et, Pr, iPr, Bn
26 27
Schemat 12
Scheme 12

Na Schemacie 12 pokazano ogolnie reakeje tego typu. Wydajno$¢ i nadmiary enan-
cjomeryczne produktéw byly bardzo wysokie. NADH regenerowano za pomocg
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mréwczanu i dehydrogenazy mréwczanowej. Enzym byt immobilizowany w zelu
poliakrylamidowym. Dehydrogenaza mleczanowa ma grupe tiolowg tatwo ulega-
jaca utlenieniu na powietrzu, co jest duzym utrudnieniem w zastosowaniu tego
enzymu. Immobilizacja enzymu daje trwaty biokatalizator, ktory jest zabezpieczony
przed utlenianiem.

Dehydrogenaza mleczanowa byla réwniez wykorzystana podczas syntezy gli-
koproteiny, ktorej fragmentem byt zwigzek 28a [18].

N, OH N, OH N, OH
OH OH
HO . o aldolaza  HOw.[ o OH aldolaza HO.. 7&
AcHN COOH = ™ AcHN ——————AcHN O7/™cooH
HO CHO 0 Bc
LDH, NADH )J\ HO
2 2
’ ° H’c” ~COONa 28a
Schemat 13
Scheme 13

Sacharyd z izotopem wegla C byl syntetyzowany w celu zbadania mechanizmu
formowania oligosacharydéw w organizmie. Etapy enzymatyczne tej wielostopnio-
wej syntezy przedstawiono na Schemacie 13. Jest to przykiad wspdtpracy dwdch
enzymow w tym samym etapie syntezy. Aldolaza katalizuje tutaj zaréwno reakcje
retroaldolowg (pierwszy etap), jak i aldolowa (drugi etap). Gdy nie uzywano LDH
jako dodatkowego katalizatora, pierwsza reakcja byla odwracalna, a jej wydajnos¢
wynosita 60%. Po dodaniu LDH, stwierdzono, ze wydajnos¢ zwiekszyta sie do 98%,
a w drugim etapie analog [3-"°C] kwasu N-acetyloneuraminowego (28a) otrzymano
z wydajnoscia 93%.

2.1.3. Dehydrogenaza glutaminianowa

Dehydrogenaza glutaminianowa (GDH) z watroby wolowej byla uzyta do syn-
tezy L-6-hydroksynorleucyny (32) [19], ktora jest kluczowym substratem do syntezy
omapatrilatu, leku przeciwko nadci$nieniu [20].

(0] NH, NH,
GDH, NADH :
ONa NH; ONa ’ OH
HOWS( —= HO o How

o) 0 Rl 0e>99% o

30 31 (L)-32
Schemat 14
Scheme 14

Produkt otrzymano z wysoka wydajnoscia i nadmiarem enancjomerycznym powy-
zej 99%. Zaobserwowano, ze enzym katalizuje enancjoselektywna redukcje wigzania
iminowego tworzacego si¢ in situ, co pokazano na Schemacie 14.
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L-6-hydroksynorleucyna byla réwniez otrzymana w reakcji deracemizacji,
w dwoch etapach, z zastosowaniem dwoch enzymoéw (Schemat 15). Oksydaza
D-aminokwasow z nerki wieprzowej katalizuje utleniajace deaminowanie D-6-hy-
droksynorleucyny (czyli zbednego enancjomeru), a GDH katalizuje redukujace
aminowanie ketokwasu do L-enancjomeru, potrzebnego do produke;ji leku.

(0]
NH, D-aminokwasow OH
MOH oksydaza HO
HO
I o, 30a 4 (@) GDH
32 NH, Nﬁﬁ“
HO/\/\/\[(
91-97% O
ee>99% (L)-32
Schemat 15
Scheme 15

Produkt otrzymano z tak samo wysokim nadmiarem enancjomerycznym, ale z wyz-
sz3 wydajnoscig niz powyzej. Tworzacy sie, jako produkt uboczny pierwszego etapu
reakcji nadtlenek wodoru byt rozkladany przez dodanie katalazy (enzym opisany
w rozdziale 3.1.5.). Po przeprowadzeniu badan stwierdzono, ze ekstrakty dehydro-
genazy fenyloalaniny z mikroorganizméw Sporosarcina sp. i Thermoactinomyces
intermedius byly réwniez efektywnymi biokatalizatorami. GDH z mikroorgani-
zmow byly aktywne przy uzyciu NADPH, a nie NADH. Bakteryjne dehydrogenaza
leucyny i dehydrogenaza alaniny byly nieaktywne.

2.1.4. Reduktaza karbonylowa

Reduktazy karbonylowe sa obecne we wszystkich tkankach i odgrywaja wazna
role w metabolizmie wielu lekéw. Ich biochemiczna aktywnos$¢ zostata opisana
przez Forresta i Gonzaleza [21]. Reduktaza karbonylowa byla wyizolowana mig¢dzy
innymi z serca krélika [22]. Reduktaze karbonylowa z serca $wini sklonowano przez
rekombinacje plazmidu i transformacj¢ do E.coli [23].

Rekombinowana reduktaza karbonylowa z serca §wini (rPHCR) zostata zastoso-
wana do redukcji 4-benzoilopirydyny (33) [24]. a-Pirydylo alkohole sg substratami
w syntezie wielu lekéw. Maja aktywno$¢ analgetyczng i antykonwulsyjng [25]. Sto-
sujac chemiczne katalizatory trudno byloby uzyska¢ alkohole podobne do zwigzku
34 z dobrym nadmiarem enancjomerycznym, gdyz réznica pomiedzy pier§cieniami
benzenu i pirydyny jest mala.
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Jak pokazano na Schemacie 16, po zastosowaniu tego enzymu otrzymano
produkt z nadmiarem enancjomerycznym wynoszacym 87,2%. «-Fenylo-pirydy-
lometanole byty wczesniej syntetyzowane z uzyciem drozdzy piekarnianych, ale
uzyskano produkty z nadmiarami enancjomerycznymi od 3 do 86%, dlatego posta-
nowiono zastosowaé rekombinowany enzym, by uzyska¢ produkty z wiekszymi
nadmiarami enancjomerycznymi. Niestety, uzyskano produkty z analogicznymi
nadmiarami enancjomerycznym.

O H
| Xy rPHCR, NADPH | AN
N bufor fosf., pH 6,0 _N 87,2% ee
33

0,
18,1% (S)-34

nQ

Schemat 16
Scheme 16

2.1.5. Katalaza

Enzym wyizolowano i oczyszczono z watroby wolowej [26]. W odrdéznieniu
od najczgsciej stosowanych procedur watrobe homogenizowano z kwasem cytry-
nowym, a nie rozpuszczalnikiem organicznym. Po odwirowaniu osad rozpuszczono
w buforze fosforanowym i wysalano enzym stalym siarczanem amonu.

Katalaza katalizuje reakcje rozkladu nadtlenku wodoru do wody i tlenu.
Znalazla zastosowanie do katalizowania innych reakcji, np. utleniania kwasu
3-hydroksyantranilowego (35) [27].

COOH COOH COOH

NH, katalaza @Njé['\mz
OH 0, o OH
36

bufor octowy, pH 5,0
35 Yy, P

Schemat 17
Scheme 17

Nadtlenek wodoru byt stale dostarczany przez uklad glukoza/oksydaza glukozy.
Pokazany na Schemacie 17 zwigzek 36 wykazuje aktywnos¢ antybakteryjna.
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2.2. WYBRANE ZASTOSOWANIA TRANSFERAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Transferazy sa enzymami, ktore katalizujg przenoszenie réznych grup pomie-
dzy czgsteczkami zwigzkow chemicznych. Najwiecej transferaz uzywanych w bioka-
talizie to te katalizujace przenoszenie grup cukrowych. Stosujac je mozna otrzymac
produkty z wysoka regio- i stereoselektywnoscia. Nie jest to mozliwe przy uzyciu
metod chemicznych, gdyz cukry maja kilka chemicznie réwnocennych grup hydrok-
sylowych nierozréznialnych dla klasycznych katalizatorow.

2.2.1. Transaldolaza

Transaldolaza byla otrzymana np. z wolowego gruczolu sutkowego [28].
Tkanka byla homogenizowana z buforem o pH 4, a nastgpnie supernatant frakcjo-
nowano siarczanem amonu. Enzym ten byl zastosowany do produkeji 2,5-D-treo-
diketoheksozy [29]. Wszystkie wczes$niej znane akceptory reszt przenoszonych
przez transaldolaze mialy grupe hydroksylowa przy weglu sasiadujacym z grupa
aldehydowa. W przytoczonym tu eksperymencie okazato sie, iz pomimo ze aldehyd
hydroksypirogronowy nie spetnia tego warunku, jest on réwniez dobrym akcepto-
rem w tej reakcji. Stad wniosek, ze transaldolaza jest bardziej uniwersalnym katali-
zatorem, niz wcze$niej uwazano.

2.2.2. Galaktozylotransferaza

Galaktozylotransferaza z mleka krowiego znalazta zastosowanie w syntezie
3-O-metylolaktozy (39) [30], co pokazano na Schemacie 18.

OH__-OH OH
(0]
* Ho N
HO (0] MeO
MeO
oubp OH OH OH OH
37 38

Schemat 18
Scheme 18

Ten f3-1>4 disacharyd byl otrzymany z wydajnoscia 15%, co w przypadku syn-
tezy sacharyddéw majacych wiele tak samo reaktywnych grup hydroksylowych jest
dobrym wynikiem. 3-O-metylolaktozy uzyto w diagnostyce medycznej do spraw-
dzania aktywno$ci laktazy w jelitach. 3-galaktozydazy w analogicznej reakeji katali-
zujg tworzenie wigzania 1->6-glikozydowego.
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2.2.3. Transferaza UDP-glukozy

Ten enzym (obecny w watrobach ssakow) byt zastosowany w reakeji glukuro-
nidacji 3-O-benzylowej pochodnej morfiny (40) [31]. Na Schemacie 19 przedsta-
wiono reakcje glukuronidacji oraz koncowy efekt przemian chemicznych.

~~
UDP-glukoza
transferaza
HoOC_ O
HOW
40 HO
41
Schemat 19
Scheme 19

Stwierdzono, ze mimo do$¢ znacznego rozbudowania sterycznego, czasteczka zmo-
dyfikowanej morfiny jest akceptowana jako substrat dla tej transferazy. Hydroliza
produktu przy uzyciu wodorotlenku sodu w izopropanolu oraz uwodornienie
(Pd/C, H,0/MeOH/AcOH) data 7,8-dihydromorfino-6-glukuronid (42), ktéry ma
lepsze wlasciwosci przeciwbodlowe niz morfina. Zabezpieczenie grupy OH w fenolu
w pozycji 3 jest interesujacym przykladem jak mozna chemicznie kierowa¢ reakcja
katalizowang przez enzym. Dla substratu z wolng grupg 3-OH enzym preferuje glu-
kuronidacje tej pozycji i nie jest mozliwe uzyskanie produktu funkcjonalizowania
W pozycji 6.

2.2.4. Fukozylotransferaza

Glikany biorg udzial w procesach takich jak adhezja podczas zapalenia i meta-
stazy lub rozpoznawanie komorek. Ta transferaza moze by¢ uzyteczna w produkeji
glikomimetykdw bedacych inhibitorami powyzszych procesow.

Enzym zostal wyizolowany z mleka ludzkiego [32], ale mleko innych ssakéw
moze by¢ rowniez dobrym zrédtem fukozylotransferazy. W natywnych tkankach
stezenie tego enzymu jest niskie, dlatego ludzka fukozylotransferaza III byta ekspry-
mowana w komoérkach Spodoptera frugiperda Sf9 [33], co umozliwilo zwigkszenie
produkcji enzymu.

Fukozylotransferaza jest enzymem przenoszacym reszte fukozy, réwniez na
trzeciorzedowy alkohol, co jest unikalng wtasciwoscia, zastosowang do otrzymania
analogu czynnika grupowego krwi — LeX trisacharydu (44) [34].
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Schemat 20
Scheme 20

Stwierdzono, ze reakcja przebiega rownie dobrze, jak dla akceptora z drugorze-
dowg grupg OH (bez grupy CH,).

2.2.5. Syntaza difosforanu farnezylu

Ten enzym, nazywany réwniez transferaza prenylu, byl izolowany z watroby
wieprzowej [35] i kurczecej [36] (homogenizacja z buforem fosforanowym o pH 7
i frakcjonowanie siarczanem amonu). Syntazy majg zdolnos¢ katalizowania tworze-
nia wigzania C-C. Metody chemiczne tworzenia takich wigzan sg trudne, wymagaja
dobrania specyficznych warunkéw reakeji i zastosowania drogich katalizatoréw.
Syntazy powinny by¢ przedmiotem zainteresowan naukowcéw i szczegdtowych
badan, gdyz ich zastosowanie moze zdecydowanie rozwing¢ znane metody syntezy
nawet bardzo ztozonych zwigzkow.

Enzym syntaza difosforanu farnezylu wydzielony z watroby wieprzowej oraz
z Bacillus stearothermophilus byly uzywane w syntezie difosforanow (47).

enzym bufor Tris-HCI O\/\opp
)\/\/k/\ pH 7,0 N N

Schemat 21
Scheme 21

Reakeje z cyklicznym analogiem substratu (przyklad pokazano na Schemacie 21)
przebiegaja z wydajnoscig 42,2% w przypadku enzymu pochodzenia zwierzecego,
a tylko 13,6% z enzymem bakteryjnym. Produkt zawiera reszte difosforanowg i moze
stuzy¢ do tworzenia bardziej rozbudowanych czasteczek.
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2.3. ZASTOSOWANIA LIAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Liazy to enzymy, ktore katalizujg rozszczepienie wigzan zwigzkéw chemicznych
bez udzialu wody. Wiekszo$¢ liaz z wyzszych eukariotow uzywanych w syntezie
organicznej pochodzi z roslin, ale te znajdujace si¢ w organizmach zwierzecych cha-
rakteryzuja sie cennymi wlasciwo$ciami biokatalitycznymi.

2.3.1. Dekarboksylaza DOPA (3,4-dihydroksyfenyloalaniny)

Enzym ten byl izolowany z nerek wieprzowych [37] poprzez homogenizacje
z buforem fosforanowym o pH 6,8 oraz frakcjonowanie supernatantu siarczanem
amonu.

Gléwne dzialanie tego enzymu to dekarboksylacja aromatycznych L-amino-
kwasow, ale katalizuje on réwniez pol-transaminacje aromatycznych D-aminokwa-
séw (w niskim pH i w warunkach beztlenowych) oraz utleniajgce deaminowanie
aromatycznych amin (w wysokim pH, w warunkach tlenowych) [38]. W przypadku,
gdy substratem jest serotonina (48) obydwa te mechanizmy sg obserwowane i pro-
wadzg do tego samego produktu (49).

HO HO
- 5 |
m}_{f \m
N
H

N
H
48 49

Schemat 22
Scheme 22

Enzym jest zwigzany z pirydoksyno-5’-fosforanem (PLP), do ktdrego wiaze si¢ sub-
strat. PLP jest przeksztalcany podczas reakcji do pirydoksamino-5’-fosforanu.

Rekombinowang w E.coli dekarboksylaze DOPA zastosowano wreakcji dekarbo-
ksylacji L-treo-(3,4-dihydroksyfenylo)seryny do norepinefryny (NE) [39]. 6-Fluoro-
L-treo-(3,4-dihydroksyfenylo)seryna (50) byta dekarboksylowana do 6-fluoro-NE (51),
ktora jest agonista a-adrenergicznym. Stwierdzono, ze reakcje z 2-fluorowanym
analogiem zwigzku 50 nie zachodza.

H, ,OH H ,OH
HO:©5<<COOH dekarboksylaza ~ HO > NH,
H NH, ~
HO = bufor fosf. pH=6,8 HO F
50 51
Schemat 23

Scheme 23
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Zwigzek 50 jest dekarboksylowany z taka sama szybkoscig jak jego niefluorowany
analog.

2.3.2. Aldolazy

Aldolazy izolowano np. z watroby wotowej [40] (zawieszenie w KCl, dodatek
metanolu, filtracja) lub miesni krolika. Katalizujg one reakcje kondensacji aldolowej,
ktore prowadza do formowania nowego wigzania C-C [41]. Fruktozo-1,6-difosforo
aldolaza z miesni krélika byla zastosowana w syntezie aminocykloheksitolu (56),
ktory jest analogiem aminocyklitolowaliolaminy, inhibitora glikozydaz [42]. Inhibi-
tory takie s3 uzywane w leczeniu réznorodnych infekeji.

53
NO, aldolaza,
/K/\<o|\/|e HCI, THF/H,O COOEt fosforan dihydroksyacetonu
EtOOC — = - J oo ——
52 OMe 80°C ON pH=75, .t.

HO

LOH

GOOEt  OH OPOs - HO, SC_.NO, H, PO, HO,
oN y E—— g
(:)H o pH=3,9,30°C  HO MeOH/AcOH o
54 55 (1S,2S,3R,6R)-56
Schemat 24
Scheme 24

Kondensacja katalizowana przez aldolaze byla wysoce stereoselektywna. Enzym
kontroluje konfiguracje¢ na obu atomach wegla tworzacego si¢ wigzania C-C. Pro-
dukt 56 otrzymano ze zwigzku 55 poprzez chemiczng redukcje grupy nitrowej do
aminowej. Wydajnos¢ calkowita wynosila okoto 60%.

2.4. ZASTOSOWANIA IZOMERAZ W SYNTEZIE ORGANICZNE]

Izomerazy sa enzymami, ktdre katalizujg zmiane wzajemnego ulozenia ato-
mow lub grup atoméw w czasteczce zwigzku chemicznego, bez zmiany ich iloéci. Sg
one rzadko uzywane w biotransformacjach i produkowane raczej przez mikroorga-
nizmy. Jednak epimerazy mozna otrzymac réwniez z tkanek zwierzecych.
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2.4.1. N-acylo-D-glukozamino-2-epimeraza (GlcNAc-2-epimeraza)

Ten enzym izolowano z nerek wieprzowych i eksprymowano w E.coli [43].
W nerkach wieprzowych ma on aktywnos¢ biatka wigzacego renine.

GlcNAc-2-epimeraza z liazg N-acetyloneuraminianu pochodzacg z E.coli byly
zastosowane do produkcji kwasu N-acetyloneuraminowego (59) z N-acetylo-D-
glukozaminy (57) i kwasu pirogronowego [44]. Oba enzymy dodano jednocze$nie
do mieszaniny reakcyjnej.

HO ) HO NHAc
o GlcNAc 2-epimeraza o Neu5Ac liaza
HO _ HO —_—
HO HO

AcNH'OH OH /
YCOOH
0

57 58

Schemat 25
Scheme 25

Pierwszy etap jest enzymatyczng epimeryzacja do N-acetylo-D-mannozoaminy
(58), a drugi to kondensacja aldolowa. Rownowage reakcji przesunieto w strone
kwasu Neu5Ac dzieki uzyciu nadmiaru kwasu pirogronowego. Konwersja GIcNAc
wyniosta 77%.

2.5. LIGAZY

Ligazy to enzymy katalizujace tworzenie nowych wigzan chemicznych, facze-
nie czasteczek w wigksze zwigzki. Znajdujg zastosowanie w biologii molekularnej
i inZynierii genetycznej, na razie brak doniesien o ich wykorzystaniu w syntezie
organicznej. Sg to enzymy pozyskiwane z mikroorganizméw, a nie z tkanek zwie-
rzecych, cho¢ oczywiscie wystepuja w organizmach zwierzat.

PODSUMOWANIE

Na podstawie przytoczonego pi$miennictwa mozna stwierdzi¢, iz tkanki zwie-
rzece sg zrédlem bardzo wielu enzymow, uzywanych jako biokatalizatory réznorod-
nych reakeji. Zdecydowanie wida¢, ze najwigksze zastosowanie znalazly hydrolazy
ponadto duzo jest tez zastosowan oksydoreduktaz. W znacznie mniejszym stopniu
wykorzystuje sie transferazy, liazy i izomerazy, natomiast ligazy jak dotad nie znala-
zly zastosowan w syntezie organicznej.

Znane s przyklady stosowania enzyméw immobilizowanych, pokazano to dla
dekarboksylazy DOPA (otrzymywanie 6-fluoronorepinefryny). Przytoczono réw-
niez przyklady zastosowan enzymoéw rekombinowanych - reduktazy karbonylowej
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z serca $wini (redukcja 4-benzoilopirydyny) oraz GlcNAc-2-epimerazy (otrzymy-
wanie kwasu N-acetyloneuraminowego).

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

Z przytoczonych faktéw wynika, iz biokataliza z uzyciem enzymow zwierze-
cych jest dynamicznie rozwijajacy si¢ dziedzing i w przyszlosci bedzie coraz szerzej
wykorzystywana.
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