STRESZCZENIE

Postgpy w biochemii pomogly zrozumieé strukture i funkcje enzyméw, co z kolei do-
prowadzilo do zwiekszenia ich stabilnosci, aktywnosci i specyficznosci substratowej.
Obecnie biokataliza zapewnia bardziej zrownowazone, wydajne i mniej zanieczyszczajace
metody produkcji wysokowartosciowych chemikaliow i zaawansowanych pélproduktow
farmaceutycznych. W niniejszej pracy przedstawiono strukture oraz mechanizm dzialania
monooksygenaz cytochromu P450 oraz ich zastosowanie w efektywnej syntezie zwiazkéow
biologicznie czynnych, ktora jest bardziej ekologiczna, mniej czasochlonna i tafisza w po-
rownaniu z synteza chemiczna. Przemyst farmaceutyczny powinien wykorzystaé zalety
postepu biochemii do pozyskiwania biokatalizatorow do produkcji wysokowartosciowych
chemikaliow na skale przemyslowa, poprawiajac jakos¢ produktéw koncowych jednocze-
$nie zmniejszajac koszty.

WPROWADZENIE

Wraz z szybkim rozwojem uprzemystowienia, zanieczyszczenie srodowiska
stato sie problemem globalnym. Przemyst chemiczny i inne branze pokrewne
dostarczaja duza réznorodnosé podstawowych produktéw, od ropy naftowej po
farmaceutyki. Jednak procesy produkcyjne prowadza réwniez do wytworzenia
i gromadzenia milionéw ton odpadéw, ktére moga by¢ szkodliwe dla srodowi-
ska, zdrowia ludzkiego oraz wszystkich zywych organizméw [1]. Zielona che-
mia stala si¢ ogélnoswiatowym podejéciem, ktére prowadzi do projektowania i
wytwarzania konkurencyjnych cenowo produktéw i proceséw chemicznych w
celu ograniczenia lub wyeliminowania stosowania i wytwarzania substancji nie-
bezpiecznych dla zdrowia ludzkiego i srodowiska [2]. Enzymy moga zastapi¢
reakcje chemiczne, umozliwiajac powstawanie nowych szlakéw syntetycznych,
ktére moga by¢ krotsze, wydajniejsze i bardziej zréwnowazone. Ponadto pota-
czenie chemo- i biokatalizy stwarza mozliwosci projektowania nowych szlakow
syntetycznych [3-5]. Ze wzgledu na ich zdolnos$¢ do katalizowania istotnych
reakcji chemicznych w tagodnych warunkach w poréwnaniu z katalizatorami
chemicznymi, ktére wymagaja podwyzszonych parametréw, takich jak wysoka
temperatura i ci$nienie, enzymy staly sie waznymi narzedziami w przemystowej
syntezie chemikaliéw farmaceutycznych, kosmetycznych, czy spozywczych. Co
wiecej, enzymy ulegaja biodegradacji i majg nietoksyczny charakter, co czyni je
dobra alternatywa dla niebezpiecznych zanieczyszczen chemicznych, powstaja-
cych podczas klasycznej syntezy chemicznej [6,7].

Liczba zastosowan enzyméw w przemysle jest ograniczona ze wzgledu na
dostepnos¢ biokatalizatorow oraz ich stabilnoé¢ operacyjna. Niedawne, prze-
tomowe odkrycia naukowe w genomice, ukierunkowanej ewolugcji biatek i po-
stepach technologicznych, powinny pomoc przetamac te ograniczenia. Wyzwa-
niem dla chemikéw na calym $wiecie jest opracowanie metodologii syntezy i
,zielonych” proceséw przynoszacych korzysci srodowiskowe i ekonomiczne,
ktére sa obecnie wymagane w postaci: redukcji materialo- i energochfonnosci
proceséw chemicznych i produktéw ubocznych [6,8,9]. Ze wzgledu na unikalne
wlasciwosci enzymow, takie jak wysoka regio-, chemo- i stereoselektywnos¢,
szybkie dziatanie oraz ich przyjazny dla érodowiska charakter, enzymy znajduja
zastosowanie w wielu gateziach przemystu. W zaleznosci od rodzaju katalizo-
wanej reakgji, enzymy mozna podzieli¢ na siedem typéw (Ryc. 1).

Transformacje z uzyciem réznych klas biokatalizatoréw zostaty wykorzysta-
ne w przemysle i medycynie w celu opracowania nowych drég produkcji wy-
sokowartosciowych chemikaliéw, sktadnikéw i prekursoréw farmaceutycznych
oraz agrochemikaliow. Rycina 2 podsumowuje kilka zastosowari enzymoéw w
réznych sektorach przemystu. Ze wzgledu na te wszechstronnosc zastosowar,
enzymy mozna uznac¢ za potezne narzedzie dla gospodarki opartej na biotech-
nologii [10].
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Katalizuje reakcje

Przemieszczanie sie
jondw lub czgsteczek

Przegrupowanie przez btony lub ich

oksydoredukcji Hydroliza atoméw w czasteczce rozdzielanie w
obrebie bton.
EC.1. EC.2. EC.3. EC.4. EC.5. EC.6. EC.7.
Oksydoreduktazy Transferazy Hydrolazy Liazy Izomerazy Ligazy Translokazy

Przeniesienie grup
funkcyjnych, takich
jak grupa aminowa,
grupa acetylowa lub
grupa fosforanowa

Obejmuja reakcje
eliminacji, w ktérych
grupa atomow jest
usuwana z substratu

taczenie dwéch
czasteczek
(wykorzystywanie
energii zwykle
pochodzacej z
rozpadu ATP)

Rycina 1. Nazwa systematyczna podana zgodnie z reakcja katalizowang przez kazda z siedmiu klas enzymow.

Prawie 75% wszystkich enzyméw przemystowych to
enzymy hydrolityczne. Na rynku enzyméw dominuja de-
hydrogenazy alkoholowe, amylazy, celulazy, lipazy, ke-
toreduktazy, proteazy i ksylanazy, ktére stanowia ponad
70% calej sprzedazy enzymoéw [3,6,11,12]. W ciagu ostatnich
dziesiecioleci oksydoreduktazy byly czesciej brane pod
uwage przy projektowaniu nowych proceséw produkcyj-
nych. Dehydrogenazy alkoholowe, BVMO (ang. Baeyer-Vil-
liger Monooxygenase), ketoreduktazy, lakazy, peroksydazy,
zostaly wprowadzone na rynek, ale nie zostaty jeszcze wy-
starczajaco rozwiniete, aby znalez¢ szerokie zastosowanie

w produkgdji [3,12-19]. Rézne galezie przemystu domagaja
si¢ odkrywania i zastosowania nowych enzyméw. Obecnie
postep w technikach inzynierii genomu drobnoustrojéow
umozliwia fatwg modyfikacje genéw na szlaku biosynte-
zy, aby zmaksymalizowa¢ produkcje czgsteczek o wysokiej
wartosci w komoérkach gospodarza. W szczegdlnosci zwigz-
ki hydroksylowane maja duza wartos¢, ale selektywna hy-
droksylacja czasteczek organicznych stanowi wyzwanie w
klasycznej chemii organicznej. Dlatego bardzo potrzebne
sa enzymy, ktore katalizujg selektywna hydroksylacje. Po-
niewaz oksydoreduktazy, w szczegélnosci monooksyge-
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Rycina 2. Przemystowe zastosowania enzymoéw drobnoustrojowych [6].
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nazy cytochromu P450, moga przeprowadzac selektywna
hydroksylacje nieaktywowanych wegli, stanowia one klase
enzymoéw o potencjale w produkcji réznorodnych wysoko-
wartosciowych chemikaliéw i farmaceutykow [20].

OKSYDOREDUKTAZY: MONOOKSYGENAZY
CYTOCHROMU P450

Oksydoreduktazy to szeroka klasa enzymoéw, ktére ka-
talizuja biologiczne procesy utleniania/redukcji. Gtéwnym
powodem zainteresowania oksydoreduktazami i ich prze-
mystowym zastosowaniem jest ich zdolnoé¢ do katalizowa-
nia reakgji regio-, chemo- i stereoselektywnych, w ktérych
czesto zawodza katalizatory chemiczne. Dlatego oksydore-
duktazy sa czesto uwazane za doskonale narzedzie w zie-
lonej chemii i maja juz kilka zastosowan w przemysle (np.
synteza takich produktéw jak cis-dihydrodiole, katechole,
epoksydy) [20-24]. Oksygenazy naleza do klasy oksydore-
duktaz, ktére wprowadzaja jeden (monooksygenazy, np.
P450, BVMO) lub dwa (dioksygenazy, np. dioksygenaza
toluenowa, dioksygenaza naftalenowa) atomy tlenu do
ich substratéw. Zazwyczaj NADH lub NADPH stuza jako
ekwiwalenty redukcji poprzez bialka przenoszace elektro-
ny (takie jak reduktaza) [25,26].

Monooksygenazy cytochroméw P450 stanowia duza ro-
dzine enzymoéw cysteino-hemowych. We wszystkich tych
biokatalizatorach grupa prostetyczna sktada si¢ z proto-
porfiryny IX Zelaza (II) kowalencyjne potaczonej z biatkiem
przez atom siarki proksymalnego ligandu cysteinowego
[27,28]. Sa to hemoproteiny typu b, a swoja nazwe zawdzie-
czajg intensywnej absorpcji swiatta przy 450 nm (wykazuja
typowa absorpcje przy maksymalnie 450 nm zredukowa-
nego kompleksu hemu zwigzanego z CO). Odgrywaja klu-
czowa role w oksydacyjnej przemianie czgsteczek endogen-
nych i egzogennych. Jako srodek utleniania monooksyge-
nazy cytochromu P450 wykorzystuja tlen czasteczkowy,
wprowadzajac jeden atom tlenu do substratu, redukujac
drugi atom tlenu do czasteczki wody, wykorzystujac dwa
elektrony pochodzace z kofaktoréw NADH lub NADPH i
przenoszac je na zelazo hemowe P450 (Réwnanie 1) [29-31].
RH + O,+ NAD(P)H + H*— ROH + NAD(P)* + H,O

Roéwnanie 1. Cytochrom P450 katalizuje reakcje hydroksylowania przebiegajaca
zgodnie z sumarycznym wzorem.

CYKL KATALITYCZNY ENZYMOW CYTOCHROMU P450

Cykl Kkatalityczny typowego cytochromu P450 przed-
stawiono na rycinie 3.1. Cykl katalityczny monooksygenaz
cytochromu P450 rozpoczyna si¢ od hemu w postaci spo-
czynkowej (1) i pokazuje kolejne zdarzenia wigzania sub-
stratu (RH) (2). Wiazanie substratu indukuje przeniesienie
elektronow z NAD(P)H przez reduktaze cytochromu P450
lub inng powigzana reduktaze (3). Tlen czasteczkowy wig-
ze sie z centrum hemu zelaza, tworzac stan perokso zelaza
(4); nastepnie drugi elektron jest przenoszony z reduktazy
cytochromu P450, ferredoksyn lub cytochromu b5, redu-
kujac addukt Fe-O,, dajac krotkotrwaty stan perokso (5a).
Grupa perokso jest szybko protonowana z wytworzeniem
przejsciowego zwiazku 0 (hydroperokso zelazowego Cpd0
(5b). Dalsze protonowanie tego zwigzku posredniego pro-
wadzi do uwolnienia jednej czasteczki wody i utworzenia
wysoce reaktywnej formy okreédlanej jako zwiazek I P450
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(Cpdl), bedacy katalizatorem do wprowadzania tlenu (6)
w celu wytworzenia produktu ROH (7). Ostatnim etapem
jest dysocjacja utlenionego substratu od miejsca aktywnego
CYP, w ktérej enzym powraca do swojego poczatkowego
stanu zelazowego (Fe3*) i jest w ten spos6b przygotowany
do ponownej reakcji. Mechanizm odbicia tlenu (tworzenie i
uwalnianie produktu hydroksylowanego) pokazano na ry-
cinie 3.1 (w cyklu katalitycznym P450). Pobieranie wodoru
z substratu odbywa sie przez zwigzek I (6) z wytworzeniem
zwiazku II (6a), przed powrotem hydroksylu do rodnika
substratu z wytworzeniem produktu hydroksylowanego
[28,32-34]. Normalny mechanizm reakcji cytochromu P450
dziatla poprzez wykorzystanie dwoéch réwnowaznikéw
redukujacych do zubozenia atmosferycznego tlenu, wy-
twarzajac jedna czasteczke wody i natleniony produkt w
ogoélnej stechiometrii 2 elektrony: 1 ditlen:1 produkt [35].
Czesto elektrony generowane przez partnera redoks nie sg
skutecznie przenoszone. Dlatego cykl katalityczny moze
by¢ w niektérych przypadkach utrudniony przez trzy tak
zwane Sciezki ,,odsprzegania” (przedstawione liniami prze-
rywanymi na rycinie 3), dajac nadtlenek wodoru lub anion
ponadtlenkowy bez metabolizmu substratu. Pierwszy to
szlak ,skrot oksydacyjny”, w ktéorym Zwiazek I (6) jest
protonowany i redukowany w celu wytworzenia czastecz-
ki wody. Alternatywna droga monooksygenagiji jest ,skrot
nadtlenkowy”, interakcja z donorami pojedynczego tlenu,
takimi jak H,O, lub pokrewnymi donorami tlenu prowadzi
do powstania zwigzku posredniego zelazo-okso (zwigzek
CpdO (5b)), z Zelazowego substratu- posta¢ zwigzana (2).
Co ciekawe, wykazano, ze istnieje kilka przyktadéw P450
(peroksygenaz P450), ktére sa w stanie wykorzysta¢ nadtle-
nek wodoru na swojq korzysé i napedzaé reakcje odwrotna,
generujac zwigzek 0 (5b) bezposrednio ze zwigzku posred-
niego zwiazanego z substratem (2) [36]. Trzecia $ciezka roz-
przegania jest Sciezka ,, skrétu autooksydacyjnego”, w ktorej
kompleks nadtlenkowy zelaza (4) wytwarza anion ponad-
tlenkowy, a enzym powraca do stanu spoczynkowego (2).
Powstawanie reaktywnych form tlenu (rozprzeganie) jest
niekorzystng reakcja uboczng [37]. Wydajnos¢ sprzezenia
jest miara liczby elektronéw oddanych z NAD(P)H, ktére
sg z powodzeniem wykorzystywane do katalizy zwigzane-
go substratu organicznego [38]. Podczas gdy rozprzeganie
moze prowadzi¢ do inaktywacji enzymu, wydajnos¢ sprze-
gania 450 jest waznym wyznacznikiem szybkosci katalizy
enzyméw. Wydajno$é sprzezenia jest miarg liczby elektro-
néw oddanych z NAD(P)H, ktére sg z powodzeniem wyko-
rzystywane do katalizy zwigzanego substratu organicznego
[39]. W przesztosci wykazano, ze bakteryjne monoksygena-
zy cytochromu P450 majg wyzsza skutecznos$¢ sprzegania
dla natywnych substratéw w poréwnaniu ze ssaczymi [38].
Co wiecej, w przypadku samowystarczalnych systemoéw,
takich jak cytochrom P450 BMS3, skuteczno$¢ sprzegania
moze wynosic¢ 100% [40], podczas gdy w przypadku innych
systemoéw wieloskladnikowych P450 sprawno$é sprzezenia
moze by¢ bardzo niska (0,5-3%) [41]. Na przyktad BM3, kto-
ra dziala jak oksygenaza kwaséw tluszczowych wykazujac
wysoka aktywnos¢ (>1000 obrotéw/min), ma sprawnos¢
sprzegania prawie 100%, co oznacza, ze wszystkie elektro-
ny oddane z kofaktora nikotynamidu sg wykorzystywane
do katalizy. Co wiecej, rézne mutanty P450 BM3 maja sku-
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Rycina 3.1 Schemat cyklu katalitycznego monooksygenaz cytochromu P450. ,Sciezki rozprzegania” sa pokazane liniami przerywanymi. 3.II. Schemat mechanizmu ,,0d-
bicia tlenu”. Zwigzek posredni ferrylo-okso (Cpdl) jest uwazany za aktywny utleniacz, ktéry usuwa wodoér z substratu (R-H), po czym nastepuje szybka rekombinacja
rodnikow i uwalnianie utlenionego (czesto hydroksylowanego) produktu (R-OH). Zaadaptowane z Munro i in. (2013) [28].

tecznosc sprzegania z testosteronem w zakresie od 13,5% do
83,5% [40].

KLASYFIKACJA ENZYMOW CYTOCHROMU P450

W zaleznosci od cech strukturalnych i rodzaju partneréw
redoks monooksygenazy cytochromu P450 mozna sklasyfi-
kowa¢ wedlug liczby ukladéw skladowych: uklady jedno-,
dwu- lub trzybiatkowe. Prokariotyczne P450 to zazwyczaj
uklfady tréjsktadnikowe, podczas gdy eukariotyczne P450, ta-
kie jak watrobowy P450 i wiele roslinnych oraz grzybowych
P450, dziata jako uktady dwuskladnikowe. Istnieja réwniez
samowystarczalne izozymy, w ktérych dochodzi do fuzji
domen hemu i reduktazy. Wedlug Hannemanna i wsp., w
zaleznosci od reduktazy, uklady cytochromu P450 mozna
podzieli¢ na co najmniej dziesie¢ réznych klas (Ryc. 4) [42].
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Klasa I zawiera wiekszosé¢ znanych bakteryjnych P450, a
takze pewna liczbe eukariotycznych systeméw mitochon-
drialnych (odpowiednio rycina 4A i B). Wszystkie te sys-
temy skladaja sie z trzech oddzielnych bialek: zaleznej od
FAD reduktazy ferredoksyny (FdR), ktéra przenosi elek-
trony z NADH lub NADPH do ferredoksyny (Fdx- zawie-
rajacej klaster zelazo-siarka), ktéra zapewnia redukujace
odpowiedniki dla P450 domena hemu. W systemach bak-
teryjnych wszystkie trzy bialka sa rozpuszczalne (Ryc. 4A).
Jednak u eukariontéw tylko ferredoksyna jest biatkiem cy-
toplazmatycznym, podczas gdy reduktaza jest zwigzana z
blona, a cytochrom P450 jest wlaczony do blony mitochon-
drialnej (Ryc. 4B). Przykladami P450 klasy I sg P450cam z
Pseudomonas putida (uktad bakteryjny) i CYP11A1 (P450scc,
mitochondrialny uklad eukariotyczny) [42].
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Rycina 4. Schemat przedstawiajacy rézne klasy cytochromu P450, szerzej opisany w sekcji 1.1.2 Na podstawie Hannemann et al. (2007) [42].

Uklad Klasy II, najczesciej spotykany u eukariontéw, za-
wiera dwa integralne biatka btonowe (Ryc. 4C): cytochrom
P450 i NADPH-reduktaze cytochromu P450 (CPR). CPR za-
wiera grupy protetyczne FAD i FMN, ktére przenosza oba
wymagane réwnowazniki redoks z NADPH do jednej z izo-
form cytochromu P450.

System klasy III zostal po raz pierwszy zgloszony przez
Hawkesa i innych w 2002 r. [43]. Ta klasa jest podobna do
bakteryjnej Klasy I (Ryc. 4D), jesli chodzi o skiadanie sie z
trzech oddzielnych biatek, zaleznej od FAD reduktazy fer-
redoksyny, matego posredniego biatka redoks (Fldx) i P450.
Roéznica polega jednak na tym, ze systemy klasy III wyko-
rzystuja zalezne od FMN biatko redoks zwane flawodok-
syna (Fldx), a nie klaster zelazowo-siarkowy zawierajacy
ferredoksyne typu I (Fdx) [39]. Przykladem P450 klasy III
jest P450cin z Citrobacter braakii.
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Klasa IV jest jedyna klasa P450, ktéra, jak wykazano,
wykorzystuje partneréw redoks specyficznych dla donora
elektronéw innego niz NAD(P)H. Mianowicie, system re-
duktazy pozyskuje elektrony z kwasu pirogronowego, a nie
z NAD(P)H (Ryc. 4E). Przyklad klasy IV zostat zidentyfi-
kowany przez zbadanie pierwszego termofilnego CYP119
z ekstremalnie kwasno-termofilnego archeona Sulfolobus
solfataricus [42,44].

W klasie V, w przeciwienistwie do klasycznego tréjsktad-
nikowego ukladu klasy I, P450 zawiera dwa sktadniki: re-
duktaze zalezng od NAD(P)H (Fdr) i domene P450 zwia-
zang z C-koricowgq ferredoksyna (Fdx) przez alanine stano-
wigcg bogaty region Iacznikowy, ktéry dziata jak elastyczny
zawias umozliwiajacy interakcje miedzy dwiema domena-
mi (Ryc 4F). Czlonka tej klasy opisali po raz pierwszy Jacson
iin. w 2002 [45].
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System klasy VI (Ryc. 4G) jest podobny do klasy V, ale
ferredoksyne zwiazana z koricem C (Fdx) zastepuje sie fla-
wodoksyng zwiazang z koricem N (Fldx) [39].

Klasa VII P450 (Ryc. 4H) przedstawia catkowicie nowa
architekture domeny: domena P450 jest zwigzana na kon-
cu C z domeng reduktazy dioksygenazy ftalowej (PFOR).
Ma trzy odrebne domeny: domene wiazaca NADH, dome-
ne wiazacg FMN i domene Fdx zawierajaca klaster zelazo-
-siarka. Czlonka klasy VII opisano po raz pierwszy przez
Roberts i in. w 2002 rok i nazwano P450RhF [46].

Jako monooksygenazy, cztonkowie klasy VIII sg katali-
tycznie samowystarczalni. Oznacza to, ze domena P450 jest
polaczona z eukariotycznym partnerem reduktazy diflawi-
ny - reduktaza cytochromu P450 (CPR) - w pojedynczym
taricuchu polipeptydowym (Ryc. 4I) [39]. Najintensywniej
badanym przedstawicielem tej klasy jest BM3 (CYP102A1) z
Bacillus megaterium [47].

Systemy klasy IX (Ryc. 4]) sa wyjatkowe, poniewaz nie
wymagaja partneréw biatkowych redoks do przenoszenia
elektronéw z NAD(P)H i sktadaja sie wytacznie z reduktaz
tlenku azotu (NO). Czlonka tej klasy opisano po raz pierw-
szy w grzybie strzepkowym Fusarium oxysporum [48].

Klasa X sklada si¢ z enzyméw cytochromu P450, ktére
nie wymagaja transportu elektronéw przez biatka redoks,
ale zamiast tego wykorzystuja rézne systemy transferu we-
wnatrzczasteczkowego (nie wymagaja ani O,, ani NAD(P)H)
(Ryc. 3K). Czlonkowie klasy X P450 wykorzystuja grupy
wodoronadtlenku acylu swoich substratéw jako donory tle-
nu, aby utworzyé nowe wiazanie wegiel-tlen [39,42].

BIOTECHNOLOGICZNE ZASTOSOWANIE
MONOKSYGENAZ CYTOCHROMU P450

Monooksygenazy cytochromu P450 stanowia potezny
system detoksykacji, biora udzial w metabolizmie wie-
lu szkodliwych substratéw, takich jak toksyny oraz leki.
Konwertujac je do postaci latwiej do ekskrecji (wiele sub-
stratow jest rozpuszczalnych w ttuszczach- hydroksylacja
zwieksza rozpuszczalnoséc). Tym samym stanowia pierw-
sz linie obrony przed toksynami. Dodatkowo sg wazne
w syntezie wielu korzystnych substratéw, takich jak hor-
mony steroidowe (takie jak estrogen i testosteron), kwasy
tluszczowe i sterole (takie jak cholesterol i kwasy zoétcio-
we), witamin A i D. Biologiczne funkcje monooksygenaz
cytochromu P450 zostaly graficznie przedstawione na ry-
cinie 5.

Monooksygenazy cytochromu P450 katalizujg hydroksy-
lacje lub epoksydacje nieaktywnych atoméw wegla z wy-
soka selektywnoscia. Dzialaja na szeroka game chemicznie
zréznicowanych substratéw, takich jak kwasy ttuszczowe,
alkany, monoterpeny, witaminy, steroidy, antybiotyki, leki
oraz ksenobiotyki. Ponadto wykazaly ogromny potencjat w
bioremediacji, co czyni je obiecujacymi kandydatami w za-
stosowaniach biotechnologicznych (Ryc. 6) [49-51].
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Rycina 5. Funkgje biologiczne monooksygenaz cytochromu P450.

Wykazano, ze CYP2B6 katalizuje utlenianie taricucha
bocznego styrenu, natomiast przedstawiciele rodzin monok-
sygenaz P450: CYP3, CYP7, CYPS, CYP27, CYP39 i CYP46
CYP7A1, CYP7B1 i CYP39A1 s3 zaangazowane w synteze
kwaséw zoélciowych z cholesterolu [52]. Monooksygenaza
P450 CYP505 (BM3) utlenia indiol oraz katalizuje hydrok-
sylacje kwasow ttuszczowych [53-55]. CYP105A1 katalizuje
tréjetapowq hydroksylacje witaminy D3 [56]. BM3 mutant
(zawierajacy 11 mutacji), katalizuje hydroksylacje szeregu
alkanéw od oktanu do propanu, w tym cykloheksanu [57].
Nowy czlonek podrodziny CYP116B - P450LaMO utlenia
linalol [58]. Cztonkowie CYP P. placenta (CYP5150, CYP5027
i CYP5350) biorace udzial w utlenianiu szeregu policyklicz-
nych weglowodoréw aromatycznych, takich jak antracen,
karbazol, fenantren i piren wykazuja réwniez aktywnosc¢
katalityczng wobec mewastatyny [59]. CYP3A4 katalizuje
hydroksylacje LCA [60]. Natomiast mutant BM3 wykazuje
aktywnosc¢ z pochodna steroidowa: trimetyloestriolem [61].

Przemyst farmaceutyczny wymaga nowych drég syn-
tetycznych, ktére sa przyjazne dla srodowiska. Niezbedna
staje sie biokataliza, ktéra wykorzystuje izolowane enzymy
lub katalizatory pelnokomoérkowe. Ponadto enzymy sa do-
skonalym narzedziem do badari biologii chemicznej oraz
analizy zlozonych mechanizméw biologicznych.

Pomimo ogromnego potencjalu monooksygenaz cyto-
chromu P450, przemystowe zastosowanie tych enzymoéw
jest czesto ograniczane przez powszechnie uznane waskie
gardla techniczne. Brak stabilnosci, niska aktywnosé, waska
specyficzno$¢ substratowa, wymagania dotyczace kosztow-
nych kofaktoréw, tolerancja na rozpuszczalniki i ogranicze-
nia w przenoszeniu elektronéw i dostarczaniu elektronéw
to niektére z gtéwnych powodow, dla ktérych przemysto-
we zastosowanie tego ukladu enzymatycznego jest trudne.
Alternatywnie, zastosowanie systemu calokomoérkowego
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Rycina 6. Przyklady substratéw dla monooksygenaz cytochromu P450.

pozwala przezwyciezy¢ niektére z tych ograniczen, zapew-
niajac system regeneracji kofaktorow (koekspresja partne-
row redoks) i chronione srodowisko w celu zwiekszenia
stabilno$ci biokatalizatora [62-64].

MONOKSYGENAZY CYTCHROMU P450 W SYNTEZIE
ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE CZYNNYCH, TAKICH
JAK HYDROKSYLOWANE KWASY ZOECIOWE

Kwasy zélciowe moga pelni¢ w organizmie rézne role,
m.in. moga dziala¢ jako emulgatory agregatéw lipidowych,
transportery lipidow, dziata¢ jako hormony w biosyntezie
cholesterolu czy wspomagac regeneracje watroby. Poniewaz
monooksygenazy P450 biorg udziat w szlaku katabolicznym
cholesterolu, sa kluczowymi biokatalizatorami do tworze-
nia r6znych kwaséw zoétciowych, pochodnych witaminy D
i hormonéw steroidowych. U ssakéw cholesterol dostarcza
niezbednych elementéw budulcowych do syntezy witami-
ny D i hormonéw steroidowych, jednak wigekszos¢ choleste-
rolu jest przeksztalcana w kwasy zélciowe. Kwasy zélciowe
i hormony steroidowe wyzszych kregowcoéw silnie r6znia
sie ksztattem struktur pierscieniowych. Podczas gdy kwasy
z6lciowe maja wspolna strukture 5p-steroidowq, znana réw-
niez jako rusztowanie 5B-cholanowe, hormony steroidowe
maja strukture 5a-steroidowa, dzieki czemu uktad pierscie-
niowy 5a-steroidéw jest bardziej plaski niz 5B-steroidéw
[65,66,]. Jednak podejrzewa sie réwniez, ze kwasy zoétciowe
dzialaja jako potencjalne czynniki rakotworcze i sa powia-
zane z rakiem watroby. Szczegdlnie wtérne kwasy zoélcio-
we, ktére powstaja w wyniku biotransformacji bakteryjnych
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w okreznicy, sa zwigzane z nowotworami przewodu pokar-
mowego [66-69]. Dlatego kwasy zo6lciowe staly sie atrakcyj-
nymi celami terapeutycznymi dla zaburzen metabolicznych
[70-72]. Znanych jest wiele bakteryjnych P450, ktére moga
przeksztalca¢ hormony steroidowe regio- i stereoselektyw-
nie. Jednak wiedza na temat bakteryjnych P450, ktére moga
selektywnie przeksztalcaé kwasy zolciowe, jest niewielka
[73]. Hydroksylacja kwaséw zoétciowych w pozycjach 6-a,
6-P i 7-p przez rézne izoformy cytochromu (CYP) jest glow-
nym szlakiem detoksykacji kwaséw zotciowych, prowadzg-
cym do tworzenia hydroksylowanych kwaséw zotciowych,
takich jak kwas hiocholowy (HCA), kwas muricholowy
(MCA) i kwas ursodeoksycholowy (UDCA) [74]. UDCA
jest obecnie jedynym lekiem zatwierdzonym przez FDA do
leczenia pierwotnego stwardniajgcego zapalenia drog zot-
ciowych i medycznego, niechirurgicznego rozpuszczania
kamieni zoétciowych. Obecnie UDCA jest wytwarzany na
skale przemystowa z kwasu cholowego zgodnie z siedmio-
stopniowa procedura chemiczna z catkowita wydajnoscia
<30% [28]. W celu zmniejszenia liczby etapoéw produkcji
kwasu ursodeoksycholowego z powodzeniem zastosowa-
no biotransformacje. Monooksygenaza CYP107D1 (OleP),
pierwotnie opisana jako epoksydaza w szlaku biosyntezy
oleandomycyny akceptujaca réwniez substraty makrolak-
tonowe, hydroksylujac testosteron w pozycjach 6p, 7(, 12
i 15P. Doniesiono, ze kwasy zélciowe, takie jak LCA sa hy-
droksylowane wylacznie w pozycji 6f [75]. Grobe i inni w
oparciu o podejscie potracjonalnej ukierunkowanej ewolu-
qji skonstruowali potréjnego mutanta OleP (F84Q/S240A/
V291G) o niemal doskonalej regioselektywnosci dla pozycji
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78. Uzywajac systemu catych komérek jako biokatalizato-
ra opartego na Escherichia coli do regio- i stereoselektywnej
hydroksylacji LCA w pozycji 7p z wytworzeniem UDCA
tworzac alternatywe dla czasochlonnych metod produkcji
UDCA [76].

Nowatorskie biotransformacje enzymatyczne wolnych
nasyconych kwaséw zélciowych sa potrzebne do uzyska-
nia zwigzkéw o znaczeniu farmaceutycznym. Doskonalymi
narzedziami do otrzymywania hydroksylowanych kwaséw
z6lciowych sa monooksygenazy cytochromu P450 (’450),
ktére moga katalizowaé regio- i stereospecyficzne utlenia-
nie nieaktywowanych weglowodoréw w tagodnych warun-
kach, co stanowi wyzwanie dla katalizatoréw chemicznych
[30].

MONOKSYGENAZY CYTCHROMU P450 W SYNTEZIE
ZWIAZKOW BIOLOGICZNIE CZYNNYCH, TAKICH
JAK HYDROKSYLOWANE KWASY TEUSZCZOWE

Kwasy tluszczowe zawierajace grupe hydroksylowa
wykazuja pewne szczegélne wlasciwosci, takie jak wyzsza
lepkos¢ i reaktywnosé¢ w poréwnaniu z niepodstawionymi
kwasami ttuszczowymi. W zwiazku z tym hydroksykwa-
sy tluszczowe staly sie waznymi elementami budulcowy-
mi dla biodegradowalnych materiatéw polimerowych oraz
dla przemystu kosmetycznego, chemicznego, farmaceu-
tycznego i spozywczego [77]. Jednak wiekszos$é z nich nie
jest dostepna na rynku, poniewaz trudno je zsyntetyzowac
drogami chemicznymi. W przeciwieristwie do tego, wiele
mikroorganizméw jest zdolnych do wytwarzania hydrok-
sylowanych kwaséw tluszczowych z kwaséw tluszczo-
wych lub olejéw roslinnych. Produkcja hydroksykwaséw
tluszczowych poprzez biotransformacje z uzyciem mikro-
ogrganizmoéw jest wysoce specyficzna i zmniejsza koszty
produkgji w poréwnaniu z drogami syntezy chemicznej [77,
78]. Dlatego niezbedna jest identyfikacja nowych enzymoéw
do produkgji hydroksykwaséw tluszczowych. Monooksy-
genazy cytochromu P450 (P450) biora udzial w stereospecy-
ficznej i regiospecyficznej hydroksylacji nieaktywowanych
hydroksywegli, w tym kwasoéw ttuszczowych, w fagodnych
warunkach [79].

PODSUMOWANIE I WNIOSKI

Definicja zielonej chemii zostala sformutowana po
raz pierwszy na poczatku lat 90’tych- 30 lat temu i brzmi
nastepujaco: ,projektowanie produktéw i proceséw che-
micznych w celu ograniczenia lub wyeliminowania sto-
sowania i wytwarzania substancji niebezpiecznych” [80].
Biokataliza jest jednym z przykladéw ,zielonej” chemii,
poniewaz opiera sie na naturalnych lub zmodyfikowa-
nych enzymach. Obecnie biokataliza jest standardowa
technologia produkcji chemikaliéw [81]. Enzymy P450
odgrywaja kluczowa role w metabolizmie oksydacyjnym
wielu réznych zwiazkéw, w tym syntezie endogennych
substratow, takich jak steroidy i kwasy ttuszczowe. Ponad-
to P450 katalizujg hydroksylacje nieaktywowanych atoméw
wegla w sposob regio- i stereospecyficzny, unikajac sto-
sowania grup zabezpieczajacych i kilku czasochtonnych
etapéw chemicznych.
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Ostatnie postepy w dziedzinie badan naukowych
pomoglty zrozumie¢ strukture i czynnosci funkcjonal-
ne enzymoéw, co z kolei doprowadzilo do zwigkszenia
ich stabilnosci, aktywnosci i specyficznosci substratowe;.
Obecnie biokataliza zapewnia bardziej zréwnowazone,
wydajne i mniej zanieczyszczajace metody produkeji
wysokowartosciowych chemikaliéw i zaawansowanych
polproduktéow farmaceutycznych. W niniejszej pracy bioka-
talizatory przedstawiono jako technologie efektywnej syn-
tezy zwiazkow biologicznie czynnych, ktéra jest bardziej
ekologiczna, zmniejsza zanieczyszczenia i koszty w porow-
naniu z synteza chemiczna.
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ABSTRACT

Advances in biochemistry have helped to understand the structure and function of enzymes, which in turn has led to an increase in their sta-
bility, activity and substrate specificity. Today, biocatalysis provides more sustainable, efficient and less polluting methods for the production
of fine chemicals and advanced pharmaceutical intermediates. This paper presents the structure and the mechanism of action of cytochrome
P450 monooxygenases and their use in the effective synthesis of biologically active compounds, which is more ecological, less time-consu-
ming and cheaper compared to chemical synthesis. The pharmaceutical industry should take advantage of the advances in biochemistry to
obtain biocatalysts for the production of fine chemicals on an industrial scale, improving the quality of end products while saving costs.
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