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				Monooksygenazy cytochromu P450 – wszechstronne biokatalizatory

			

		

		
			
				Streszczenie

				Postępy w biochemii pomogły zrozumieć strukturę i funkcję enzymów, co z kolei do-prowadziło do zwiększenia ich stabilności, aktywności i specyficzności substratowej. Obecnie biokataliza zapewnia bardziej zrównoważone, wydajne i mniej zanieczyszczające metody produkcji wysokowartościowych chemikaliów i zaawansowanych półproduktów farmaceutycznych. W niniejszej pracy przedstawiono strukturę oraz mechanizm działania monooksygenaz cytochromu P450 oraz ich zastosowanie w efektywnej syntezie związków biologicznie czynnych, która jest bardziej ekologiczna, mniej czasochłonna i tańsza w po-równaniu z syntezą chemiczną. Przemysł farmaceutyczny powinien wykorzystać zalety postępu biochemii do pozyskiwania biokatalizatorów do produkcji wysokowartościowych chemikaliów na skalę przemysłową, poprawiając jakość produktów końcowych jednocze-śnie zmniejszając koszty.

				Wprowadzenie

				Wraz z szybkim rozwojem uprzemysłowienia, zanieczyszczenie środowiska stało się problemem globalnym. Przemysł chemiczny i inne branże pokrewne dostarczają dużą różnorodność podstawowych produktów, od ropy naftowej po farmaceutyki. Jednak procesy produkcyjne prowadzą również do wytworzenia i gromadzenia milionów ton odpadów, które mogą być szkodliwe dla środowi-ska, zdrowia ludzkiego oraz wszystkich żywych organizmów [1]. Zielona che-mia stała się ogólnoświatowym podejściem, które prowadzi do projektowania i wytwarzania konkurencyjnych cenowo produktów i procesów chemicznych w celu ograniczenia lub wyeliminowania stosowania i wytwarzania substancji nie-bezpiecznych dla zdrowia ludzkiego i środowiska [2]. Enzymy mogą zastąpić reakcje chemiczne, umożliwiając powstawanie nowych szlaków syntetycznych, które mogą być krótsze, wydajniejsze i bardziej zrównoważone. Ponadto połą-czenie chemo- i biokatalizy stwarza możliwości projektowania nowych szlaków syntetycznych [3-5]. Ze względu na ich zdolność do katalizowania istotnych reakcji chemicznych w łagodnych warunkach w porównaniu z katalizatorami chemicznymi, które wymagają podwyższonych parametrów, takich jak wysoka temperatura i ciśnienie, enzymy stały się ważnymi narzędziami w przemysłowej syntezie chemikaliów farmaceutycznych, kosmetycznych, czy spożywczych. Co więcej, enzymy ulegają biodegradacji i mają nietoksyczny charakter, co czyni je dobrą alternatywą dla niebezpiecznych zanieczyszczeń chemicznych, powstają-cych podczas klasycznej syntezy chemicznej [6,7].

				Liczba zastosowań enzymów w przemyśle jest ograniczona ze względu na dostępność biokatalizatorów oraz ich stabilność operacyjną. Niedawne, prze-łomowe odkrycia naukowe w genomice, ukierunkowanej ewolucji białek i po-stępach technologicznych, powinny pomóc przełamać te ograniczenia. Wyzwa-niem dla chemików na całym świecie jest opracowanie metodologii syntezy i „zielonych” procesów przynoszących korzyści środowiskowe i ekonomiczne, które są obecnie wymagane w postaci: redukcji materiało- i energochłonności procesów chemicznych i produktów ubocznych [6,8,9]. Ze względu na unikalne właściwości enzymów, takie jak wysoka regio-, chemo- i stereoselektywność, szybkie działanie oraz ich przyjazny dla środowiska charakter, enzymy znajdują zastosowanie w wielu gałęziach przemysłu. W zależności od rodzaju katalizo-wanej reakcji, enzymy można podzielić na siedem typów (Ryc. 1).

				Transformacje z użyciem różnych klas biokatalizatorów zostały wykorzysta-ne w przemyśle i medycynie w celu opracowania nowych dróg produkcji wy-sokowartościowych chemikaliów, składników i prekursorów farmaceutycznych oraz agrochemikaliów. Rycina 2 podsumowuje kilka zastosowań enzymów w różnych sektorach przemysłu. Ze względu na tę wszechstronność zastosowań, enzymy można uznać za potężne narzędzie dla gospodarki opartej na biotech-nologii [10].
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				w produkcji [3,12-19]. Różne gałęzie przemysłu domagają się odkrywania i zastosowania nowych enzymów. Obecnie postęp w technikach inżynierii genomu drobnoustrojów umożliwia łatwą modyfikację genów na szlaku biosynte-zy, aby zmaksymalizować produkcję cząsteczek o wysokiej wartości w komórkach gospodarza. W szczególności związ-ki hydroksylowane mają dużą wartość, ale selektywna hy-droksylacja cząsteczek organicznych stanowi wyzwanie w klasycznej chemii organicznej. Dlatego bardzo potrzebne są enzymy, które katalizują selektywną hydroksylację. Po-nieważ oksydoreduktazy, w szczególności monooksyge-

			

		

		
			
				Rycina 1. Nazwa systematyczna podana zgodnie z reakcją katalizowaną przez każdą z siedmiu klas enzymów.
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				Rycina 2. Przemysłowe zastosowania enzymów drobnoustrojowych [6].

			

		

		
			
				Prawie 75% wszystkich enzymów przemysłowych to enzymy hydrolityczne. Na rynku enzymów dominują de-hydrogenazy alkoholowe, amylazy, celulazy, lipazy, ke-toreduktazy, proteazy i ksylanazy, które stanowią ponad 70% całej sprzedaży enzymów [3,6,11,12]. W ciągu ostatnich dziesięcioleci oksydoreduktazy były częściej brane pod uwagę przy projektowaniu nowych procesów produkcyj-nych. Dehydrogenazy alkoholowe, BVMO (ang. Baeyer–Vil-liger Monooxygenase), ketoreduktazy, lakazy, peroksydazy, zostały wprowadzone na rynek, ale nie zostały jeszcze wy-starczająco rozwinięte, aby znaleźć szerokie zastosowanie 
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				nazy cytochromu P450, mogą przeprowadzać selektywną hydroksylację nieaktywowanych węgli, stanowią one klasę enzymów o potencjale w produkcji różnorodnych wysoko-wartościowych chemikaliów i farmaceutyków [20].

				Oksydoreduktazy: monooksygenazy cytochromu P450

				Oksydoreduktazy to szeroka klasa enzymów, które ka-talizują biologiczne procesy utleniania/redukcji. Głównym powodem zainteresowania oksydoreduktazami i ich prze-mysłowym zastosowaniem jest ich zdolność do katalizowa-nia reakcji regio-, chemo- i stereoselektywnych, w których często zawodzą katalizatory chemiczne. Dlatego oksydore-duktazy są często uważane za doskonałe narzędzie w zie-lonej chemii i mają już kilka zastosowań w przemyśle (np. synteza takich produktów jak cis-dihydrodiole, katechole, epoksydy) [20-24]. Oksygenazy należą do klasy oksydore-duktaz, które wprowadzają jeden (monooksygenazy, np. P450, BVMO) lub dwa (dioksygenazy, np. dioksygenaza toluenowa, dioksygenaza naftalenowa) atomy tlenu do ich substratów. Zazwyczaj NADH lub NADPH służą jako ekwiwalenty redukcji poprzez białka przenoszące elektro-ny (takie jak reduktaza) [25,26].

				Monooksygenazy cytochromów P450 stanowią dużą ro-dzinę enzymów cysteino-hemowych. We wszystkich tych biokatalizatorach grupa prostetyczna składa się z proto-porfiryny IX żelaza (II) kowalencyjne połączonej z białkiem przez atom siarki proksymalnego ligandu cysteinowego [27,28]. Są to hemoproteiny typu b, a swoją nazwę zawdzię-czają intensywnej absorpcji światła przy 450 nm (wykazują typową absorpcję przy maksymalnie 450 nm zredukowa-nego kompleksu hemu związanego z CO). Odgrywają klu-czową rolę w oksydacyjnej przemianie cząsteczek endogen-nych i egzogennych. Jako środek utleniania monooksyge-nazy cytochromu P450 wykorzystują tlen cząsteczkowy, wprowadzając jeden atom tlenu do substratu, redukując drugi atom tlenu do cząsteczki wody, wykorzystując dwa elektrony pochodzące z kofaktorów NADH lub NADPH i przenosząc je na żelazo hemowe P450 (Równanie 1) [29-31].

				RH + O2+ NAD(P)H + H+→ ROH + NAD(P)+ + H2O

				Równanie 1. Cytochrom P450 katalizuje reakcję hydroksylowania przebiegającą zgodnie z sumarycznym wzorem.

				Cykl katalityczny enzymów cytochromu P450

				Cykl katalityczny typowego cytochromu P450 przed-stawiono na rycinie 3.I. Cykl katalityczny monooksygenaz cytochromu P450 rozpoczyna się od hemu w postaci spo-czynkowej (1) i pokazuje kolejne zdarzenia wiązania sub-stratu (RH) (2). Wiązanie substratu indukuje przeniesienie elektronów z NAD(P)H przez reduktazę cytochromu P450 lub inną powiązaną reduktazę (3). Tlen cząsteczkowy wią-że się z centrum hemu żelaza, tworząc stan perokso żelaza (4); następnie drugi elektron jest przenoszony z reduktazy cytochromu P450, ferredoksyn lub cytochromu b5, redu-kując addukt Fe-O2, dając krótkotrwały stan perokso (5a). Grupa perokso jest szybko protonowana z wytworzeniem przejściowego związku 0 (hydroperokso żelazowego Cpd0 (5b). Dalsze protonowanie tego związku pośredniego pro-wadzi do uwolnienia jednej cząsteczki wody i utworzenia wysoce reaktywnej formy określanej jako związek I P450 

			

		

		
			
				(CpdI), będący katalizatorem do wprowadzania tlenu (6) w celu wytworzenia produktu ROH (7). Ostatnim etapem jest dysocjacja utlenionego substratu od miejsca aktywnego CYP, w której enzym powraca do swojego początkowego stanu żelazowego (Fe3+) i jest w ten sposób przygotowany do ponownej reakcji. Mechanizm odbicia tlenu (tworzenie i uwalnianie produktu hydroksylowanego) pokazano na ry-cinie 3.II (w cyklu katalitycznym P450). Pobieranie wodoru z substratu odbywa się przez związek I (6) z wytworzeniem związku II (6a), przed powrotem hydroksylu do rodnika substratu z wytworzeniem produktu hydroksylowanego [28,32-34]. Normalny mechanizm reakcji cytochromu P450 działa poprzez wykorzystanie dwóch równoważników redukujących do zubożenia atmosferycznego tlenu, wy-twarzając jedną cząsteczkę wody i natleniony produkt w ogólnej stechiometrii 2 elektrony: 1 ditlen:1 produkt [35]. Często elektrony generowane przez partnera redoks nie są skutecznie przenoszone. Dlatego cykl katalityczny może być w niektórych przypadkach utrudniony przez trzy tak zwane ścieżki „odsprzęgania” (przedstawione liniami prze-rywanymi na rycinie 3), dając nadtlenek wodoru lub anion ponadtlenkowy bez metabolizmu substratu. Pierwszy to szlak „skrót oksydacyjny”, w którym Związek I (6) jest protonowany i redukowany w celu wytworzenia cząstecz-ki wody. Alternatywną drogą monooksygenacji jest „skrót nadtlenkowy”, interakcja z donorami pojedynczego tlenu, takimi jak H2O2 lub pokrewnymi donorami tlenu prowadzi do powstania związku pośredniego żelazo-okso (związek Cpd0 (5b)), z żelazowego substratu- postać związana (2). Co ciekawe, wykazano, że istnieje kilka przykładów P450 (peroksygenaz P450), które są w stanie wykorzystać nadtle-nek wodoru na swoją korzyść i napędzać reakcję odwrotną, generując związek 0 (5b) bezpośrednio ze związku pośred-niego związanego z substratem (2) [36]. Trzecią ścieżką roz-przęgania jest ścieżka „skrótu autooksydacyjnego”, w której kompleks nadtlenkowy żelaza (4) wytwarza anion ponad-tlenkowy, a enzym powraca do stanu spoczynkowego (2). Powstawanie reaktywnych form tlenu (rozprzęganie) jest niekorzystną reakcją uboczną [37]. Wydajność sprzężenia jest miarą liczby elektronów oddanych z NAD(P)H, które są z powodzeniem wykorzystywane do katalizy związane-go substratu organicznego [38]. Podczas gdy rozprzęganie może prowadzić do inaktywacji enzymu, wydajność sprzę-gania P450 jest ważnym wyznacznikiem szybkości katalizy enzymów. Wydajność sprzężenia jest miarą liczby elektro-nów oddanych z NAD(P)H, które są z powodzeniem wyko-rzystywane do katalizy związanego substratu organicznego [39]. W przeszłości wykazano, że bakteryjne monoksygena-zy cytochromu P450 mają wyższą skuteczność sprzęgania dla natywnych substratów w porównaniu ze ssaczymi [38]. Co więcej, w przypadku samowystarczalnych systemów, takich jak cytochrom P450 BM3, skuteczność sprzęgania może wynosić 100% [40], podczas gdy w przypadku innych systemów wieloskładnikowych P450 sprawność sprzężenia może być bardzo niska (0,5–3%) [41]. Na przykład BM3, któ-ra działa jak oksygenaza kwasów tłuszczowych wykazując wysoką aktywność (>1000 obrotów/min), ma sprawność sprzęgania prawie 100%, co oznacza, że wszystkie elektro-ny oddane z kofaktora nikotynamidu są wykorzystywane do katalizy. Co więcej, różne mutanty P450 BM3 mają sku-
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				teczność sprzęgania z testosteronem w zakresie od 13,5% do 83,5% [40].

				Klasyfikacja enzymów cytochromu P450

				W zależności od cech strukturalnych i rodzaju partnerów redoks monooksygenazy cytochromu P450 można sklasyfi-kować według liczby układów składowych: układy jedno-, dwu- lub trzybiałkowe. Prokariotyczne P450 to zazwyczaj układy trójskładnikowe, podczas gdy eukariotyczne P450, ta-kie jak wątrobowy P450 i wiele roślinnych oraz grzybowych P450, działa jako układy dwuskładnikowe. Istnieją również samowystarczalne izozymy, w których dochodzi do fuzji domen hemu i reduktazy. Według Hannemanna i wsp., w zależności od reduktazy, układy cytochromu P450 można podzielić na co najmniej dziesięć różnych klas (Ryc. 4) [42].

			

		

		
			
				Klasa I zawiera większość znanych bakteryjnych P450, a także pewną liczbę eukariotycznych systemów mitochon-drialnych (odpowiednio rycina 4A i B). Wszystkie te sys-temy składają się z trzech oddzielnych białek: zależnej od FAD reduktazy ferredoksyny (FdR), która przenosi elek-trony z NADH lub NADPH do ferredoksyny (Fdx- zawie-rającej klaster żelazo-siarka), która zapewnia redukujące odpowiedniki dla P450 domena hemu. W systemach bak-teryjnych wszystkie trzy białka są rozpuszczalne (Ryc. 4A). Jednak u eukariontów tylko ferredoksyna jest białkiem cy-toplazmatycznym, podczas gdy reduktaza jest związana z błoną, a cytochrom P450 jest włączony do błony mitochon-drialnej (Ryc. 4B). Przykładami P450 klasy I są P450cam z Pseudomonas putida (układ bakteryjny) i CYP11A1 (P450scc, mitochondrialny układ eukariotyczny) [42].
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				Rycina 3.I. Schemat cyklu katalitycznego monooksygenaz cytochromu P450. „Ścieżki rozprzęgania” są pokazane liniami przerywanymi. 3.II. Schemat mechanizmu „od-bicia tlenu”. Związek pośredni ferrylo-okso (CpdI) jest uważany za aktywny utleniacz, który usuwa wodór z substratu (R-H), po czym następuje szybka rekombinacja rodników i uwalnianie utlenionego (często hydroksylowanego) produktu (R-OH). Zaadaptowane z Munro i in. (2013) [28].
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				Układ klasy II, najczęściej spotykany u eukariontów, za-wiera dwa integralne białka błonowe (Ryc. 4C): cytochrom P450 i NADPH-reduktazę cytochromu P450 (CPR). CPR za-wiera grupy protetyczne FAD i FMN, które przenoszą oba wymagane równoważniki redoks z NADPH do jednej z izo-form cytochromu P450.

				System klasy III został po raz pierwszy zgłoszony przez Hawkesa i innych w 2002 r. [43]. Ta klasa jest podobna do bakteryjnej Klasy I (Ryc. 4D), jeśli chodzi o składanie się z trzech oddzielnych białek, zależnej od FAD reduktazy fer-redoksyny, małego pośredniego białka redoks (Fldx) i P450. Różnica polega jednak na tym, że systemy klasy III wyko-rzystują zależne od FMN białko redoks zwane flawodok-syną (Fldx), a nie klaster żelazowo-siarkowy zawierający ferredoksynę typu I (Fdx) [39]. Przykładem P450 klasy III jest P450cin z Citrobacter braakii.

			

		

		
			
				Klasa IV jest jedyną klasą P450, która, jak wykazano, wykorzystuje partnerów redoks specyficznych dla donora elektronów innego niż NAD(P)H. Mianowicie, system re-duktazy pozyskuje elektrony z kwasu pirogronowego, a nie z NAD(P)H (Ryc. 4E). Przykład klasy IV został zidentyfi-kowany przez zbadanie pierwszego termofilnego CYP119 z ekstremalnie kwaśno-termofilnego archeona Sulfolobus solfataricus [42,44].

				W klasie V, w przeciwieństwie do klasycznego trójskład-nikowego układu klasy I, P450 zawiera dwa składniki: re-duktazę zależną od NAD(P)H (Fdr) i domenę P450 zwią-zaną z C-końcową ferredoksyną (Fdx) przez alaninę stano-wiącą bogaty region łącznikowy, który działa jak elastyczny zawias umożliwiający interakcje między dwiema domena-mi (Ryc 4F). Członka tej klasy opisali po raz pierwszy Jacson i in. w 2002 [45].
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				Rycina 4. Schemat przedstawiający różne klasy cytochromu P450, szerzej opisany w sekcji 1.1.2 Na podstawie Hannemann et al. (2007) [42].
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				System klasy VI (Ryc. 4G) jest podobny do klasy V, ale ferredoksynę związaną z końcem C (Fdx) zastępuje się fla-wodoksyną związaną z końcem N (Fldx) [39].

				Klasa VII P450 (Ryc. 4H) przedstawia całkowicie nową architekturę domeny: domena P450 jest związana na koń-cu C z domeną reduktazy dioksygenazy ftalowej (PFOR). Ma trzy odrębne domeny: domenę wiążącą NADH, dome-nę wiążącą FMN i domenę Fdx zawierającą klaster żelazo--siarka. Członka klasy VII opisano po raz pierwszy przez Roberts i in. w 2002 rok i nazwano P450RhF [46].

				Jako monooksygenazy, członkowie klasy VIII są katali-tycznie samowystarczalni. Oznacza to, że domena P450 jest połączona z eukariotycznym partnerem reduktazy diflawi-ny – reduktazą cytochromu P450 (CPR) – w pojedynczym łańcuchu polipeptydowym (Ryc. 4I) [39]. Najintensywniej badanym przedstawicielem tej klasy jest BM3 (CYP102A1) z Bacillus megaterium [47].

				Systemy klasy IX (Ryc. 4J) są wyjątkowe, ponieważ nie wymagają partnerów białkowych redoks do przenoszenia elektronów z NAD(P)H i składają się wyłącznie z reduktaz tlenku azotu (NO). Członka tej klasy opisano po raz pierw-szy w grzybie strzępkowym Fusarium oxysporum [48].

				Klasa X składa się z enzymów cytochromu P450, które nie wymagają transportu elektronów przez białka redoks, ale zamiast tego wykorzystują różne systemy transferu we-wnątrzcząsteczkowego (nie wymagają ani O2, ani NAD(P)H) (Ryc. 3K). Członkowie klasy X P450 wykorzystują grupy wodoronadtlenku acylu swoich substratów jako donory tle-nu, aby utworzyć nowe wiązanie węgiel-tlen [39,42].

				Biotechnologiczne zastosowanie monoksygenaz cytochromu P450

				Monooksygenazy cytochromu P450 stanowią potężny system detoksykacji, biorą udział w metabolizmie wie-lu szkodliwych substratów, takich jak toksyny oraz leki. Konwertując je do postaci łatwiej do ekskrecji (wiele sub-stratów jest rozpuszczalnych w tłuszczach- hydroksylacja zwiększa rozpuszczalność). Tym samym stanowią pierw-szą linię obrony przed toksynami. Dodatkowo są ważne w syntezie wielu korzystnych substratów, takich jak hor-mony steroidowe (takie jak estrogen i testosteron), kwasy tłuszczowe i sterole (takie jak cholesterol i kwasy żółcio-we), witamin A i D. Biologiczne funkcje monooksygenaz cytochromu P450 zostały graficznie przedstawione na ry-cinie 5.

				Monooksygenazy cytochromu P450 katalizują hydroksy-lację lub epoksydację nieaktywnych atomów węgla z wy-soką selektywnością. Działają na szeroką gamę chemicznie zróżnicowanych substratów, takich jak kwasy tłuszczowe, alkany, monoterpeny, witaminy, steroidy, antybiotyki, leki oraz ksenobiotyki. Ponadto wykazały ogromny potencjał w bioremediacji, co czyni je obiecującymi kandydatami w za-stosowaniach biotechnologicznych (Ryc. 6) [49-51].

			

		

		
			
				Wykazano, że CYP2B6 katalizuje utlenianie łańcucha bocznego styrenu, natomiast przedstawiciele rodzin monok-sygenaz P450: CYP3, CYP7, CYP8, CYP27, CYP39 i CYP46 CYP7A1, CYP7B1 i CYP39A1 są zaangażowane w syntezę kwasów żółciowych z cholesterolu [52]. Monooksygenaza P450 CYP505 (BM3) utlenia indiol oraz katalizuje hydrok-sylację kwasów tłuszczowych [53-55]. CYP105A1 katalizuje trójetapową hydroksylację witaminy D3 [56]. BM3 mutant (zawierający 11 mutacji), katalizuje hydroksylację szeregu alkanów od oktanu do propanu, w tym cykloheksanu [57]. Nowy członek podrodziny CYP116B – P450LaMO utlenia linalol [58]. Członkowie CYP P. placenta (CYP5150, CYP5027 i CYP5350) biorące udział w utlenianiu szeregu policyklicz-nych węglowodorów aromatycznych, takich jak antracen, karbazol, fenantren i piren wykazują również aktywność katalityczną wobec mewastatyny [59]. CYP3A4 katalizuje hydroksylację LCA [60]. Natomiast mutant BM3 wykazuje aktywność z pochodną steroidową: trimetyloestriolem [61].

				Przemysł farmaceutyczny wymaga nowych dróg syn-tetycznych, które są przyjazne dla środowiska. Niezbędna staje się biokataliza, która wykorzystuje izolowane enzymy lub katalizatory pełnokomórkowe. Ponadto enzymy są do-skonałym narzędziem do badań biologii chemicznej oraz analizy złożonych mechanizmów biologicznych.

				Pomimo ogromnego potencjału monooksygenaz cyto-chromu P450, przemysłowe zastosowanie tych enzymów jest często ograniczane przez powszechnie uznane wąskie gardła techniczne. Brak stabilności, niska aktywność, wąska specyficzność substratowa, wymagania dotyczące kosztow-nych kofaktorów, tolerancja na rozpuszczalniki i ogranicze-nia w przenoszeniu elektronów i dostarczaniu elektronów to niektóre z głównych powodów, dla których przemysło-we zastosowanie tego układu enzymatycznego jest trudne. Alternatywnie, zastosowanie systemu całokomórkowego 
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				Rycina 5. Funkcje biologiczne monooksygenaz cytochromu P450.
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				pozwala przezwyciężyć niektóre z tych ograniczeń, zapew-niając system regeneracji kofaktorów (koekspresja partne-rów redoks) i chronione środowisko w celu zwiększenia stabilności biokatalizatora [62-64].

				Monoksygenazy cytchromu P450 w syntezie związków biologicznie czynnych, takich jak hydroksylowane kwasy żółciowe

				Kwasy żółciowe mogą pełnić w organizmie różne role, m.in. mogą działać jako emulgatory agregatów lipidowych, transportery lipidów, działać jako hormony w biosyntezie cholesterolu czy wspomagać regenerację wątroby. Ponieważ monooksygenazy P450 biorą udział w szlaku katabolicznym cholesterolu, są kluczowymi biokatalizatorami do tworze-nia różnych kwasów żółciowych, pochodnych witaminy D i hormonów steroidowych. U ssaków cholesterol dostarcza niezbędnych elementów budulcowych do syntezy witami-ny D i hormonów steroidowych, jednak większość choleste-rolu jest przekształcana w kwasy żółciowe. Kwasy żółciowe i hormony steroidowe wyższych kręgowców silnie różnią się kształtem struktur pierścieniowych. Podczas gdy kwasy żółciowe mają wspólną strukturę 5β-steroidową, znaną rów-nież jako rusztowanie 5β-cholanowe, hormony steroidowe mają strukturę 5α-steroidową, dzięki czemu układ pierście-niowy 5α-steroidów jest bardziej płaski niż 5β-steroidów [65,66,]. Jednak podejrzewa się również, że kwasy żółciowe działają jako potencjalne czynniki rakotwórcze i są powią-zane z rakiem wątroby. Szczególnie wtórne kwasy żółcio-we, które powstają w wyniku biotransformacji bakteryjnych 

			

		

		
			
				w okrężnicy, są związane z nowotworami przewodu pokar-mowego [66-69]. Dlatego kwasy żółciowe stały się atrakcyj-nymi celami terapeutycznymi dla zaburzeń metabolicznych [70-72]. Znanych jest wiele bakteryjnych P450, które mogą przekształcać hormony steroidowe regio- i stereoselektyw-nie. Jednak wiedza na temat bakteryjnych P450, które mogą selektywnie przekształcać kwasy żółciowe, jest niewielka [73]. Hydroksylacja kwasów żółciowych w pozycjach 6-α, 6-β i 7-β przez różne izoformy cytochromu (CYP) jest głów-nym szlakiem detoksykacji kwasów żółciowych, prowadzą-cym do tworzenia hydroksylowanych kwasów żółciowych, takich jak kwas hiocholowy (HCA), kwas muricholowy (MCA) i kwas ursodeoksycholowy (UDCA) [74]. UDCA jest obecnie jedynym lekiem zatwierdzonym przez FDA do leczenia pierwotnego stwardniającego zapalenia dróg żół-ciowych i medycznego, niechirurgicznego rozpuszczania kamieni żółciowych. Obecnie UDCA jest wytwarzany na skalę przemysłową z kwasu cholowego zgodnie z siedmio-stopniową procedurą chemiczną z całkowitą wydajnością <30% [28]. W celu zmniejszenia liczby etapów produkcji kwasu ursodeoksycholowego z powodzeniem zastosowa-no biotransformację. Monooksygenaza CYP107D1 (OleP), pierwotnie opisana jako epoksydaza w szlaku biosyntezy oleandomycyny akceptująca również substraty makrolak-tonowe, hydroksylując testosteron w pozycjach 6β, 7β, 12β i 15β. Doniesiono, że kwasy żółciowe, takie jak LCA są hy-droksylowane wyłącznie w pozycji 6β [75]. Grobe i inni w oparciu o podejście półracjonalnej ukierunkowanej ewolu-cji skonstruowali potrójnego mutanta OleP (F84Q/S240A/V291G) o niemal doskonałej regioselektywności dla pozycji 
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				Rycina 6. Przykłady substratów dla monooksygenaz cytochromu P450.
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				7β. Używając systemu całych komórek jako biokatalizato-ra opartego na Escherichia coli do regio- i stereoselektywnej hydroksylacji LCA w pozycji 7β z wytworzeniem UDCA tworząc alternatywę dla czasochłonnych metod produkcji UDCA [76].

				Nowatorskie biotransformacje enzymatyczne wolnych nasyconych kwasów żółciowych są potrzebne do uzyska-nia związków o znaczeniu farmaceutycznym. Doskonałymi narzędziami do otrzymywania hydroksylowanych kwasów żółciowych są monooksygenazy cytochromu P450 (P450), które mogą katalizować regio- i stereospecyficzne utlenia-nie nieaktywowanych węglowodorów w łagodnych warun-kach, co stanowi wyzwanie dla katalizatorów chemicznych [30].

				Monoksygenazy cytchromu P450 w syntezie związków biologicznie czynnych, takich jak hydroksylowane kwasy tłuszczowe

				Kwasy tłuszczowe zawierające grupę hydroksylową wykazują pewne szczególne właściwości, takie jak wyższa lepkość i reaktywność w porównaniu z niepodstawionymi kwasami tłuszczowymi. W związku z tym hydroksykwa-sy tłuszczowe stały się ważnymi elementami budulcowy-mi dla biodegradowalnych materiałów polimerowych oraz dla przemysłu kosmetycznego, chemicznego, farmaceu-tycznego i spożywczego [77]. Jednak większość z nich nie jest dostępna na rynku, ponieważ trudno je zsyntetyzować drogami chemicznymi. W przeciwieństwie do tego, wiele mikroorganizmów jest zdolnych do wytwarzania hydrok-sylowanych kwasów tłuszczowych z kwasów tłuszczo-wych lub olejów roślinnych. Produkcja hydroksykwasów tłuszczowych poprzez biotransformację z użyciem mikro-ogrganizmów jest wysoce specyficzna i zmniejsza koszty produkcji w porównaniu z drogami syntezy chemicznej [77, 78]. Dlatego niezbędna jest identyfikacja nowych enzymów do produkcji hydroksykwasów tłuszczowych. Monooksy-genazy cytochromu P450 (P450) biorą udział w stereospecy-ficznej i regiospecyficznej hydroksylacji nieaktywowanych hydroksywęgli, w tym kwasów tłuszczowych, w łagodnych warunkach [79].

				Podsumowanie i wnioski

				Definicja zielonej chemii została sformułowana po raz pierwszy na początku lat 90’tych- 30 lat temu i brzmi następująco: „projektowanie produktów i procesów che-micznych w celu ograniczenia lub wyeliminowania sto-sowania i wytwarzania substancji niebezpiecznych” [80]. Biokataliza jest jednym z przykładów „zielonej” chemii, ponieważ opiera się na naturalnych lub zmodyfikowa-nych enzymach. Obecnie biokataliza jest standardową technologią produkcji chemikaliów [81]. Enzymy P450 odgrywają kluczową rolę w metabolizmie oksydacyjnym wielu różnych związków, w tym syntezie endogennych substratów, takich jak steroidy i kwasy tłuszczowe. Ponad-to P450 katalizują hydroksylację nieaktywowanych atomów węgla w sposób regio- i stereospecyficzny, unikając sto-sowania grup zabezpieczających i kilku czasochłonnych etapów chemicznych.

			

		

		
			
				Ostatnie postępy w dziedzinie badań naukowych pomogły zrozumieć strukturę i czynności funkcjonal-ne enzymów, co z kolei doprowadziło do zwiększenia ich stabilności, aktywności i specyficzności substratowej. Obecnie biokataliza zapewnia bardziej zrównoważone, wydajne i mniej zanieczyszczające metody produkcji wysokowartościowych chemikaliów i zaawansowanych półproduktów farmaceutycznych. W niniejszej pracy bioka-talizatory przedstawiono jako technologię efektywnej syn-tezy związków biologicznie czynnych, która jest bardziej ekologiczna, zmniejsza zanieczyszczenia i koszty w porów-naniu z syntezą chemiczną.
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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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Monooksygenazy cytochromu P450 - wszechstronne biokatalizatory

STRESZCZENIE

Pus(gpy w biochemii pomogly zrozumied strukture i funkcje enzyméw, co z kolei do-
prowadzilo do zwiekszenia ich stabilnosci, aktywnosci i specyficznosci substratowej.
Obecnie biokataliza zapewnia bardziej zr6wnowazone, wydajne i mniej zanieczyszczajace
metody produkcji wysokowartosciowych chemikaliéw i zaawansowanych pélproduktow
farmaceutycznych. W niniejszej pracy przedstawiono strukture oraz mechanizm dzialania
‘monooksygenaz cytochromu P450 oraz ich zastosowanie w efektywnej syntezie zwiazkéw
biologicznie czynnych, ktéra jest bardziej ekologiczna, mniej czasochlonna i tafisza w po-
réwnaniu z syntez chemiczna. Przemysl farmaceutyczny powinien wykorzystac zalety
postepu biochemii do pozyskiwania biokatalizatoréw do produkeji wysokowartoéciowych
chemikaliéw na skale przemyslowa, poprawiajac jakoéé produktéw koficowych jednocze-
$nie zmniejszajac koszty.

WPROWADZENIE

Wraz z szybkim rozwojem uprzemyslowienia, zanieczyszczenie srodowiska
stalo sie problemem globalnym. Przemyst chemiczny i inne branze pokrewne
dostarczaja duza roznorodnosé podstawowych produktéw, od ropy naftowej po
farmaceutyki. Jednak procesy produkcyjne prowadza rowniez do wytworzenia
i gromadzenia milionéw ton odpadéw, ktére moga by¢ szkodliwe dla érodowi-
ska, zdrowia ludzkiego oraz wszystkich zywych organizméw [1]. Zielona che-
mia stala sie ogélnoswiatowym podejsciem, ktére prowadzi do projektowania i
wytwarzania konkurencyjnych cenowo produktow i procesow chemiczr
celu ograniczenia lub wyeliminowania stosowania i wytwarzania substancji nie-
bezpiecznych dla zdrowia ludzkiego i srodowiska [2]. Enzymy moga zastap
reakdje chemiczne, umozliwiajac powstawanie nowych szlakow syntetycznych,
Ktére moga byé krétsze, wydajniejsze i bardziej zrownowazone. Ponadto pola-
czenie chemo- i biokatalizy stwarza mozliwosci projektowania nowych szlakéw
syntetycznych [3-5]. Ze wzgledu na ich zdolnos¢ do katalizowania istotnych
reakdji chemicznych w lagodnych warunkach w poréwnaniu z katalizatorami
chemicznymi, ktére wymagaja podwyzszonych parametrow, takich jak wysoka
temperatura i ciénienie, enzymy staly sie waznymi narzedziami w przemyslowej
syntezie chemikaliow farmaceutycznych, kosmetycznych, czy spozywezych. Co
wiecej, enzymy ulegaja biodegradadji i maja nietoksyczny charakter, co czyni je
dobra alternatywa dla niebezpiecznych zanieczyszczer chemicznych, powstaja-
cych podczas Klasycznej syntezy chemicznej [6,7]

¢

Liczba zastosowan enzymow w przemysle jest ograniczona ze wzgledu na
dostepnosé biokatalizatoréw oraz ich stabilnos¢ operacyjna. Niedawne, prze-
tomowe odkrycia naukowe w genomice, ukierunkowanej ewolugji bialek i po-
stepach technologicznych, powinny poméc przelamac te ograniczenia. Wyzwa-
niem dla chemikéw na calym swiecie jest opracowanie metodologii syntezy i
 zielonych” proceséw przynoszacych korzysci srodowiskowe i ekonomiczne,
Lktore sa obecnie wymagane w postaci: redukeji materialo- i energochlonnosci
proceséw chemicznych i produktow ubocznych [6,89]. Ze wzgledu na unikalne
wlasciwosci enzymoéw, takie jak wysoka regio-, chemo- i stereoselektywnosc,
szybkie dziatanie oraz ich przyjazny dla stodowiska charakter, enzymy znajduja
zastosowanie w wielu galeziach przemyslu. W zaleznosci od rodzaju katalizo-
wanej reakdji, enzymy mozna podzielic na siedem typsw (Ryc. 1)

Transformacje z uzyciem réznych Klas biokatalizatorew zostaly wykorzysta-
ne w przemysle i medycynie w celu opracowania nowych drég produkji wy-
sokowartosciowych chemikaliow, skladnikéw i prekursorow farmaceutycznych
oraz agrochemikaliow. Rycina 2 podsumowuje kilka zastosowan enzymow w
16inych sektorach przemyshu. Ze wzgledu na te wszechstronnosé zastosowan,
enzymy mozna uznac za potezne narzedzie dla gospodarki opartej na biotech-
nologii [10].
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