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SaZetak,

SAZETAK

Biokataliticka svojstva halogenhidrin-dehalogenaza skupine B u

reakcijama nukleofilnog otvaranja epoksida

Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH) su enzimi Kkoji imaju sposobnost uvodenja novih
funkcionalnih skupina u molekulu, kataliziranjem reakcije otvaranja epoksida s razlicitim
nukleofilima. Aktivno mjesto enzima moze primiti viSe razli¢itih neprirodnih nukleofila poput
azida, cijanida i nitrita, zbog ¢ega su enzimi privukli paznju sintetske organske kemije. Njihova
enantioselektivnost ovisi 0 strukturi supstrata, te Cesto nije dovoljno visoka za sintetsku
primjenu. Enzim HheB2 iz grupe B u prethodnim istrazivanjima testiran je na relativno malom
broju supstrata gdje je pokazao nisku enantioselektivnost, te je dugi niz godina ostao
zanemaren u biokatalitickim istrazivanjima. U okviru ovog rada provedeno je opsezno
ispitivanje dva divlja tipa HHDH iz skupine B: HheB iz Croynebacterium sp. soj N-1074 i
HheB2 iz Mycobacterium sp. soj GP1 na nizu supstrata i nukleofila. Otkriveno je nekoliko
visoko enantioselektivnih reakcija (E > 200), gdje je HheB pokazao bolju enantioselektivnost
i aktivnost prema ve¢em broju strukturno razli¢itih supstrata u usporedbi s HheB2. Ova dva
enzima dijele visoku homologiju sekvence i razlikuju se u samo cetiri aminokiseline (F36l,
T120A, C124Y, H125Q). Ispitivanjem mutanata HheB2 s modificiranim pojedina¢nim
aminokiselinama utvrdene su aminokiseline klju¢ne za vecu enantioselektivnost HheB u
odnosu na HheB2. Eksperimentalni rezultati potvrdeni su i dodatno pojaSnjeni racunalnim
analizama. Zbog izuzetne selektivnosti i aktivnosti B grupa HHDH namece se kao odli¢an
katalizator za sintezu velikih tercijarnih alkohola. Ispitivanjem razli¢itih nukleofila prikazana
je moguénost sinteze enantiomerno ¢istih azido alkohola i oksazolidinona, a kineti¢kim

mjerenjima odreden je stupanj inhibicije enzima prihva¢enim nukleofilma.

Klju¢ne rije¢i: biokataliza, enantioselektivnost, epoksidi, HHDH, kineticka mjerenja,

kineticka rezolucija, nukleofili



Sagetak,

ABSTRACT

Biocatalytic properties of group B halohydrin dehalogenases in

nucleophilic ring-opening reactions of epoxides

Halohydrin dehalogenases (HHDH) have the ability to introduce new functionalities into the
molecule through the ring-opening reactions of epoxides with different nucleophiles. These
enzymes draw the attention of synthetic chemistry due to their ability to accept unnatural
nucleophiles such as azide, cyanide and nitrite ions. The enantioselectivity of HHDHs is
substrate-dependent and not always sufficient for synthetic applications. HheB2 from B group
of HHDHSs has been neglected in the biocatalytic research due to the low enantioselectivity
observed on a relatively small number of tested substrates. In this work, extensive screening of
substrates and nucleophiles was carried out on two B wild-type HHDHs: HheB2 from
Mycobacterium sp. GP1 and HheB from Corynebacterium sp. N-1074. Several highly
enantioselective reactions were discovered (E > 200), with HheB showing higher
enantioselectivity and activity towards larger panel of substrates compared to HheB2. These
two enzymes share high sequence homology and differ by only four amino acids (F361, T120A,
C124Y, H125Q). HheB2 mutants with individual amino acids replacement are examined to
determine key residues. Experimental results were confirmed and further clarified by computer
analysis. Due to remarkable activity and enantioselectivity, B-group HHDHs emerged as a
catalyst of choice for the synthesis of bulky tertiary alcohols. Nucleophile screening showed
possibility for the synthesis of enantiomerically pure azido alcohols and oxazolidinones.

Kinetic measurements were used to determine enzyme inhibition by accepted nucleophiles.

Keywords: biocatalysis, enantioselectivity, epoxides, HHDH, kinetic measurements, kinetic

resolution, nucleophiles
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1. UVOD

Enzimi razli¢itih formulacija danas se koriste u brojnim industrijama poput papirne, kozne,
tekstilne i industrije detergenata. Procesi u kojima proteini djeluju kao katalizatori nazivaju se
biokatalitiCkim procesima, te je za njih karakteristicno koriStenje vodenog medija i blagih
reakcijskih uvjeta. Otkrivanjem mogucénosti koristenja enzimskih katalizatora za sintezu
kompleksnih molekula poput farmaceutika dolazi do naglog razvoja biokatalize. Reakcije pri
sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku zahtjevaju manji utrosak energije te snizavaju faktor
emisije CO2. Osim bolje energetske u¢inkovitosti i koriStenja sigurnijih otapala, ovakva vrsta
katalize daje mogucnost spajanja reakcija u ,,one-pot” kaskadne reakcije ¢ime se smanjuju
ukupni troskovi obrade, ubrzava sintezu i poveéava iskoristenje reakcije.! Biokataliza
zadovoljava devet od dvanaest principa zelene kemije (oznaceni zelenom bojom u Tablici 1)

zbog &ega se ulazu sve veéi napori za njen razvoj.?

Enzimi su biorazgradivi i imaju sposobnost selektivnog kataliziranja reakcija, $to osim
ekoloske prihvatljivosti nudi bolju atomsku ekonomiju i smanjuje broj sintetskih koraka.
Proizvode se iz lako dostupnih i obnovljivih izvora ¢ime se smanjuju ukupni troSkovi procesa
1 omogucuje njihovo lakSe predvidanje. Upravo je predvidanje troSkova jedan od glavnih
kriterija farmaceutske industrije za odabir kona¢nog sintetskog puta. Nakon §to je 1995. godine
sekvencioniran prvi bakterijski genom® doslo je do naglog razvoja molekularne biologije,
bioinformatike te proteinskog inZenjerstva, $to je ubrzalo i snizilo cijenu pronalaska novih
specificnih enzima. Sve veci broj publikacija na temu biokatalize, te sve veéi broj
farmaceutskih kompanija koje ulazu u razvoj 1 pronalazak novih enzima ukazuje na to da se

trenutno nalazimo u ,,zlatnom dobu* biokatalize.

U zadnjih nekoliko desetaka godina postalo je popularno povezivanje klasi¢ne organske sinteze
s biokatalizom u takozvane kaskadne reakcije, zbog ¢ega enzimi postaju vazan alat organske
kemije. Danas se postupcima ,,bio-retrosinteze* lako dizajniraju enzimske kaskade gdje se kao
katalizatori, za dobivanje zeljene molekule, koriste isklju¢ivo enzimi. Jedan takav primjer je
sinteza HIV inhibitora islatravira. Nakon dizajna sintetskog puta odabiru se odgovarajuci
enzimi za svaki korak.* Kako bi se olaksao izbor enzima, potrebno je ubrzati otkrivanje novih
enzima, prosiriti kataliticko djelovanje poznatih enzima te poboljsati njihova svojstva dizajnom

efikasnijih varijanti.
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Tablica 1. 12 principa zelene kemije?

12 principa zelene kemije
Sprjec¢avanje nastanka otpada
Atomska ekonomija
KorisStenje manje toksi¢nih sinteza
Dizajn manje toksi¢nih kemikalija
Koristenje sigurnijih otapala 1 katalizatora
Energetska uc¢inkovitost
Koristenje obnovljivih sirovina

Smanjenje broja sintetskih koraka

© © N o O~ wDdh P

KoriStenje reagensa u kataliti¢koj koli¢ini

-
©

Dizajn razgradnje svih kemijskih produkata

[EY
=

Razvoj real-time analiza

'_\
no

Smanjivanje nesreca

Halogenhidrin-dehalogenaze kataliziraju velik broj neprirodnih reakcija, pokazuju visoku
regioselektivnost zbog ¢ega se u industriji koriste za sintezu razli¢itih molekula. Kiralni
epiklorhidrin, dobiven u reakciji kataliziranoj halogenhidrin dehalogenazama, glavni je
intermedijer u proizvodnji sintetske gume, epoksidnih smola, adheziva, premaza, insekticida
itd.> Osim toga, navedeni enzimi nasli su primjenu u farmaceutskoj industriji za sintezu kiralnih
gradivnih blokova u proizvodnji atorvastatina i (R)-karnitina.> Najvece ograni¢enje u njihovoj
primjeni je zapravo mali broj poznatih enzima koji mogu biti visoko selektivni, zbog ¢ega je

potrebno uloziti dodatne napore kako bi se prosirilo njihovo kataliticko djelovanje.

Cilj ovog doktorskog rada bio je ispitati biokataliticka svojstva enzima halogenhidrin-
dehalogenaza skupine B, te mogucnost njihove primjene kao katalizatora u reakcijama
enantioselektivnog otvaranja epoksida s razli¢itim nukleofilima. U literaturi postoji nekoliko
primjera ovog tipa reakcija kataliziranih poznatim enzimom HheB2 iz Mycobacterium sp. soj
GP1, koje medutim rezultiraju racemi¢nim produktima. S druge strane, postoji samo jedan
primjer biokatalize drugim poznatim enzimom iz iste skupine, HheB iz Corynebacterium sp.
soj N-1074, kojom je pripravljen produkt visoke enantiomerne ¢istoce. U okviru ovog rada
provedeno je opsezno ispitivanje kataliticke aktivnosti i enantioselektivnosti oba divlja tipa
enzima na vecem broju razli¢itih supstrata i nukleofila. Enzimi HheB i HheB2 razlikuju se u
samo cetiri aminokiseline. Kako bi se utvrdilo koji od ogranaka je klju¢an za razliita
biokataliticka svojstva ova dva enzima, u istrazivanje su dodatno ukljucena Cetiri genetski

modificirane varijante enzima HheB2 s pojedina¢no zamjenjenim aminokiselinama (HheB2-

2
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F361, HheB2-T120A, HheB2-C124Y i HheB2-H125Q). Klasi¢nim metodama organske sinteze
pripravljeni su svi supstrati koji nisu komercijalno dostupni, te ocekivani produkti enzimskih
reakcija u racemi¢nom obliku. KoriStenjem navedenih spojeva razradene su analiticke metode
(GC/HPLC) nuzne za pracéenje tijeka enzimskih reakcija te odredivanje enantiomerne ¢istoce
dobivenih produkata. Biokataliticka ispitivanja provedena su s ukupno Sest enzima, na 24
strukturno razli¢ita epoksida i sedam nukleofila. Eksperimentalna analiza nadopunjena je
ra¢unalnim simulacijama koje su pokazale nacin vezanja supstrata u aktivno mjesto enzima te

detaljan reakcijski mehanizam prevodenja epoksida do kona¢nih produkata.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Biokataliza u organskoj sintezi

Louis Pasteur otkrio je optitke izomere tartrarne Kiseline jos 1848. godine,® medutim utjecaj
stereoizometrije na bioloSku aktivnost pocinje se istrazivati tek nakon zabrane upotrebe
talidomida.” Navedeni lijek koristio se u svrhu ublazavanja jutarnjih mu¢nina kod trudnica.
KoriSteni talidomid bio je smjesa opti¢kih izomera gdje je (R)-enantiomer ublazavao mucnine
dok je (S)-enantiomer imao teratogeno djelovanje. Nakon ovog tragi¢nog dogadaja sinteza
molekula u opticki ¢istom obliku postaje jedan od glavnih prioriteta farmaceutske industrije.

Danas je velik dio sintetske organske kemije usmjeren upravo na sintezu molekula u
enantiomerno Cistom obliku. Enzimi poput hidrolaza kataliziraju reakcije hidrolize,
transesterifikacije, formiranja estera 3 i amida 4, te se ¢esto koriste za razdvajanje enantiomera
putem kineticke rezolucije (Shema 1). Glavni nedostatak ovih reakcija je iskoristenje zeljenog
enantiomera u maksimalnom iznosu od 50 %. Pazljivim odabirom sintetskog puta moguce je
istovremeno racemizirati slabije reaktivan enantiomer, te sav supstrat prevesti u jedan
enantiomer i povecati iskoriStenje produkta do 100 %, tzv. metoda dinamicke kineticke
rezolucije (DKR).2

O
3

0
0 . )]\ R,-NH, 0
. R)J\X ldrolaze *R enzim T > . )]\ _R,
2 R N
1 -XH H

H,O 4
Kompleks \
X=O0R; NHR, enzim-supstrat 0)

*R OH
5

Shema 1. Kineti¢ka rezolucija katalizirana hidrolazama®

Efikasniji pristup sintezi opticki ¢istih molekula je asimetri¢na sinteza iz prokiralnih supstrata.
Alkohol-dehidrogenaze kataliziraju sintezu alkohola 7 redukcijom ketona 6 (Shema 2 (A)).101

Kofaktor nikotinamid adenin dinukleotid, koji sluzi za prijenos vodika, koristi se u katalitickim
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koli¢inama, a za njegovo recikliranje mogu se koristiti jeftini proton donori poput glukoze i 2-

propanola.

Transaminaze, imin-reduktaze i reduktivne aminaze mogu se koristiti za pripravu opticki ¢istih
amina 8 i 10, kao $to je prikazano na Shemi 2 (B-D).° Opticki ¢isti amini spadaju u klasu vaznih
bioloski aktivnih molekula. Transaminaze Kataliziraju pretvorbu aldehida i ketona u
odgovaraju¢e amine 8 uz pomo¢ amin donora (Shema 2 (B)). Koriste se u sintezi klju¢nog
intermedijera za pripravu sitagliptina, odnosno aktivne farmaceutske komponente za
antidijabeticki lijek naziva Januvia.'? Imin-reduktaze kataliziraju asimetri¢nu redukciju imina
9 (Shema 2 (C)), dok reduktivne aminaze kataliziraju asimetri¢nu reduktivnu aminaciju ketona
6 (Shema 2 (D)).

0 dehidrogenaza OH (B) o
- )i o Transaminaze NH,
Ry Ry _— .
R, R, )]\
6 7 . R/ R, m R/ TR,
NAD(P)H + H"  NAD(P) 6 8
Donor amina  Koprodukt
Sustav za recikliranje kofaktora
D . ivne
© R, i redukis R, (D) 0 Reduktivne R;.
min reduktaze \NH + Ry—NH, aminaze NH
_ -~ *
r J\R R ){R Ry . R, 11 /—\' R )\R
1 2 1 1 ! 2
’ m 10 NAD(P)H + H* * 10
NAD(P)H + H* NAD(P)" (P) NAD(P)
Sustav za recikliranje kofaktora Sustav za recikliranje kofaktora

Shema 2. Primjeri enzimski katalizirane asimetri¢ne sinteze®

Jedna od najvec¢ih zabluda u biokatalizi glasi: Enzimska aktivnost ograniena je samo na
prirodne supstrate i prirodne reakcije.!®* lzlaganje enzima razli¢itim reakcijskim uvjetima
moze rezultirati razlicitim transformacijama. Prirodna reakcija flavin ovisnih en-reduktaza je
asimetri¢na redukcija aktiviranih alkena 12 (Shema 3 (A)).®® Medutim, izlaganjem ovih
enzima plavoj svjetlost dolazi do radikalne dehalogenacije koja je popracena nastankom nove
C-C veze (Shema 3 (B)).’ Prirodni enzimi ¢esto pokazuju niske aktivnosti prema neprirodnim
supstratima, $to se danas uspjesno rjesava proteinskim inzenjerstvom. Enzimi citokrom P450
imaju Siroku reakcijsku primjenu, a najcesce se koriste za regioselektivnu oksidaciju C-H

veza.!81® Usmjerenom evolucijom ovog enzima dobiven je mutant koji Katalizira
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diastereoselektivnu i enantioselektivnu ciklopropanaciju uz diazoestere 17 kao prekursore
(Shema 4).20%

A) (B) @) o
H ~N )K/Cl At .
R, Ri  Enoat-reduktaze Rz, X N Enoat red}}ktdle -
):< )—'\ plavo svijetlo N
R EWG
R; EWG 3 H |
14 15 Ph
12 13
Ph

Shema 3. Prirodna (A) i neprirodna (B) transformacija katalizirana enoat-reduktazama®

AN COOEt Citokrom P450 \\\A
ﬁ mutant ©\ COOEt
+
N
MeO 2 MeO

16 17 18

Shema 4. Kataliza neprirodne reakcije ciklopropanacije mutantom citokrom P450°

2.1.1. Michaelis-Menteni¢ina Kkinetika

Enzimske reakcije obi¢no slijede Michaelis-Menteni¢inu (MM) kinetiku koja je opisana

grafickim prikazom na Slici 1 i jednadzbom (8). Vm predstavlja maksimalnu brzinu reakcije, a
Km Michaelisovu konstantu.

Vv Podrugje kinetike 0. reda Y/

Podruéje Michaelis-

Menteni¢ine kinetike
,,,,,,, m_

Podrudje kinetike 1. reda

v

2
v

[S] Km1< Km2< Km3 [S]

Slika 1. Graficki prikaz MM kinetike Slika 2. Grafi¢ki prikaz MM krivulje za
razli¢ite vrijednosti Km

Karakteristi¢na krivulja moze se podijeliti na tri podrucja (Slika 1):

e Podrucje kinetike prvog reda gdje je brzina reakcije proporcionalna koncentraciji
supstrata, [S] < K,
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e Podru¢je Michaelis-Mentenic¢ine kinetike koje se nalazi izmedu podrucja kinetike
prvog i nultog reda
e Podrugje kinetike 0. reda gdje je brzina reakcije maksimalna (v, = V) i neovisna o

koncentraciji supstrata, [S] > K,

B = e, [E1[S) + k4 [ES] (1)
% = —k, [E1[S] — (k_y + k) [ES] )
LB = Ky [ENIS] + oy + k)IES) (3)
P = k,[ES) (4)
[£s] = B ®)
Ko = Rt ©)
[E] = [Eo] + [ES] ()
s.A.=S0= ot 8)
Vin = k3 [Eq] ©)

U prvom koraku enzimski katalizirane reakcije interakcijom enzima (E) i supstrata (S) nastaje
kompleks enzim — supstrat (ES) koji se zatim raspada na produkt (P) i enzim (E) (Shema 5).

Brzine svih reakcija dane su izrazima (1 — 4).

k] k2
k

Shema 5. Mehanizam enzimski katalizirane reakcije?

Pod pretpostavkom da je d [ES]/dt = 0, koncentracija nastalog kompleksa moze se opisati
jednadzbom (5), iz koje slijedi puni izraz za Km (6). Km vrijednost numericki izrazava afinitet
enzima prema supstratu i jednaka je koncentraciji supstrata pri kojoj brzina reakcije iznosi
polovicu maksimalne brzine (Slika 1). Sto je navedena vrijednost niza to je afinitet enzima
prema supstratu veéi, i reakcija ¢e puno prije dose¢i maksimalnu brzinu (Slika 2).

Koncentracija enzima u reakciji jednaka je zbroju pocetne koncentracije [Eo] i1 koncentracije
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nastalog kompleksa [ES], izraz (7). UvrStavanjem izraza (7) u izraz (5) dobiva se jednazba
specifi¢ne aktivnosti (S.A.) enzima (8), koja opisuje njegovu aktivnost po jedinici mase.??

Jedan od glavnih problema u biokatalizi je inhibicija enzima uzrokovana razli¢itim
molekulama prisutnim u reakcijskoj smjesi. Ukoliko u reakciji dolazi do inhibicije enzima

supstratom nakon toc¢ke zasi¢enja brzina reakcije naglo opada (Slika 3).

Tocka zasi¢enja
enzima

S.A.

Podrucje inhibicije
enzima

v

[S]

Slika 3. Graficki prikaz MM Krivulje pri inhibiciji enzima odredenom koncentracijom

supstrata

Inhibicija enzima moze biti reverzibilna i ireverzibilna. Kod ireverzibilne inhibicije molekula
koja djeluje kao inhibitor posjeduje reaktivne funkcionalne skupine pomocu kojih tvori
kovalentne veze s aminokiselinskim ostatcima proteina. U tom slucaju enzimska aktivnost je
nepovratno izgubljena. Kod reverzibilne inhibicije molekula inhibitora veze se vodikovim,
ionskim ili hidrofobnim vezama, te se enzimska aktivnost moze vratiti uklanjanjem inhibitora.

Ovdje se razlikuju &etiri tipa inhibicije: 2

e Kompetitivna — inhibitor je slian supstratu te se natjece s njim u aktivnom mjestu za
vezanje. Za ovu vrstu inhibicije karakteristi¢no je da se graf MM kinetike pomice u
desno, odnosno povecava se Km vrijednost i potrebna je veca koncentracija supstrata da
bi se postigla polovica maksimalne brzine. Vi vrijednost ostaje nepromijenjena.

e Nekompetitivna — inhibitor se veZe na mjesto razli¢ito od aktivnog mjesta pri cemu
moZe promijeniti strukturu enzima i pritom mu smanjiti aktivnost. U ovom sluc¢aju Km
vrijednost ostaje nepromijenjena dok se Vm vrijednost smanjuje.

e Antikompetitivna — inhibitor se veze na ve¢ nastali kompleks ES pri cemu se Km 1 Vim

smanjuju.
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e MijeSana — inhibitor se moze vezati na sam enzim ili ve¢ nastali kompleks ES.

2.1.2. Enzimska kineti¢ka i dinamicka kineti¢ka rezolucija

Kao i svi katalizatori, tako 1 enzimi ubrzavaju kemijsku reakciju na nacin da snizavaju energiju
aktivacije reakcije. Za sintetsku kemiju najvaznije svojstvo enzima je njihova sposobnost
razlikovanja enantiomera. To svojstvo proizlazi iz strukture aktivnog mjesta. Zbog kiralnog
okruzenja u aktivnom mjestu nastali kompleksi enzima i supstrata pojedinih enantiomera imaju
razli¢ite energije prijelaznog stanja ([ESg]* i [ESs]*) (Slika 4). Razlika u energiji aktivacije
dvaju prijelaznih stanja ([ESr]* < [ESs]?) uzrok je brzeg reagiranja jednog enantiomera u
odnosu na drugi. Upravo su razli¢ite reakcijske brzine (kg > kg) reakcija s pojedinim
enantiomerima glavni preduvjet za uspjes$nu kinetic¢u rezoluciju (Shema 6). Veli¢ina razlike u
energiji aktivacija (AAG?) direktna je mjera za enantioselektivnost reakcije.'*
Sg ——— [EsR]iL» E + Py

E +
o ks
SS _— [ESs]+—> E + PS

Shema 6. Enzimski katalizirana kineti¢ka rezolucija

A

4G

[ESs)*

E + Ssili Sg

E+Pg E + Pr

v

A
v

Reakcijska kordinata

Slika 4. Dijagram energije enzimski katalizirane enantioselektivne reakcije*

Efikasnost kineticke rezolucije izrazava se enantiomernim omjerom (E) koji je definiran
omjerom specifi¢nih konstanti brze (Vm(Sr), Km(Sr)) i sporije (Vm(Ss), Km(Ss)) reagirajuceg
enantiomera supstrata (izraz (10), Shema 6). Ako se pretpostavi da je reakcija ireverzibilna te
da nema inhibicije produktom, E vrijednost moze Se izraCunati iz eksperimentalno

procijenjenih parametara, kao $to su konverzija supstrata u produkt (c) i enantiomerni visak
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produkta (e.v.p) odnosno supstrata (e.v.s), (izraz (11)). Enatiomerni visak (e.v.) definira se kao
kvocijent razlike i sume pojedinih enantiomera (izrazi (13) i (14)).2*

_ In(Sr/Sro) __ Vin(SrR)/Km(SR)

B In(Ss/Ss0) - Vin(Ss)/Km(Ss) (10)
_ ln[l—c(1+evp)] _ In[(A-c)(1-evy)] (11)
- ln[l—c(l—evp)] - In[(1-c)(1+evg)]
c=1-2% (12)
SRo*Sso
__|Pgrl-|Ps| — |Ss|—|Sg|
e.v.y, = 1PRITIPS] (13) e.V.g Selisel (14)

Glavni nedostatak kineticke rezolucije je maksimalno moguce iskorisStenje od 50 %. Metoda
dinamicke kineti¢ke rezolucije (DKR) kombinira kineti¢ku rezoluciju s in situ racemizacijom
polaznog supstrata i time omogucava transformaciju oba enantiomera supstrata u jedan

enantiomer produkta u teorijskom iskoristenju od 100 % (Shema 7).%

kg
L,
¥
(1]
v
Ss S Pg

Shema 7. Enzimski katalizirana DKR?®

Preduvjet za uspjeSnu DKR je da je enantioselektivnost reakcije E > 20, te da je brzina
racemizacije veca ili barem jednaka brzini enzimske reakcije. Jednako je vazno da su
racemizacija 1 kineti¢ka rezolucija kompatibilne i da se mogu provoditi u istim reakcijskim
uvjetima, kao i da katalizator koji se koristi za racemizaciju ne reagira s produktom reakcije.
Racemizacija se moze posti¢i kemijskim katalizatorima, biokatalizatorima, ili se moze odvijati

spontano.

10
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2.2. Halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH, EC 4.5.1.X)

Halogenhidrin-dehalogenaze spadaju u skupinu enzima koje kataliziraju reakciju formiranja
epoksida uklanjanjem halogenidnog iona i protona iz vicinalnih halogenhidrina. Navedeni
enzimi otkriveni su u svega nekoliko bakterijskih sojeva, u kojima su zaduZzeni za
biorazgradnju ksenobiotika poput epiklorhidrina (19), 1,3-dikloro-2-propanola (20) i 1,2-
dibromoetana. Halogenirani organski spojevi imaju Siroku primjenu u proizvodnji insekticida,
fungicida, herbicida i intermedijera za farmaceutike. Kemijskom industrijom uvode se u
prirodu i time onegiséuju okolis.?® 2" Toksi¢ni su i vrlo stabilni zbog ¢ega se ne raspadaju
spontano u okoliSu i predstavljaju prijetnju za ljudsko zdravlje. HHDH sudjeluju u njihovoj
razgradnji cijepanjem veze ugljik-halogen.?® Na Shemi 8 prikazana je razgradnja 19 u dvije
slijedne reakcije katalizirane s dva razli¢ita enzima. U prvom koraku 19 se hidrolizira pomocu
epoksid-hidrolaze (EchA) pri ¢emu nastaje 3-kloro-1,2-propandiol (21). HHDH iz
Agrobacterium radiobacter soj AD1 (HheC) zatim Kkatalizira dehalogenaciju i

intramolekularno zatvaranje prstena pri ¢emu nastaje glicidol (22).2°

\/A L-—» \)\/ 4—4 % —> Daljnja razgradnja

EchA HheC
19

Shema 8. Biokataliticka razgradnja epiklorhidrina (19)°

Pojavu enzimske dehalogenacije prvi su opisali Castro i Bartnicki 1968. godine. Proucavajuci
bakterijski soj Flavobacterium, izoliran iz uzorka zemlje, uo¢ili su razgradnju 2,3-dibromo-1-
propanola.®® Procis¢eni enzim uklanjao je bromidne i Kkloridne ione iz vicinalnih
halogenhidrina 23 formiraju¢i pritom odgovaraju¢e epokside 24 (Shema 9). Primjeceno je da
se reakcije zatvaranja odvijaju specificnom trans-eliminacijom protona i halogenidnog iona.
Enzim katalizira i obrnutu reakciju, odnosno reakciju otvaranja epoksidnog prstena
terminalnim napadom bromidnog ili kloridnog iona.3! Nedugo nakon toga otkriveni su novi

bakterijski sojevi s HHDH enzimima.3233

HHDH o

—_—
%R + X

24

X=CLBr,1

Shema 9. Prirodne reakcije katalizirane HHDH enzimima

11
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2.2.1. Podjela HHDH

Sve do pocetka 21. stolje¢a bio je poznat mali broj HHDH, koje su na temelju sli¢nosti
aminokiselinske sekvence i profila aktivnosti bile podjeljene u tri grupe (A, B i C).%®
Podudarnost sekvenci enzima u istoj grupi iznosi 88 — 98 %, dok je slicnost medu grupama 19
— 33 %. Dva enzima pronadena u grupi A (HheA2 iz Arthobacter sp. soj AD2% i HheA iz
Corynebacterium sp. soj N-1074%*) preferiraju duge alifatske lance (C4-C5) i aromatske
halogenhidrine pokazuju¢i pritom visoku regioselektivnost i nisku enantioselektivnost.®®
Enzimi grupe B (HheB iz Corynebacterium sp. soj N-1074% i HheB2 iz Mycobacterium sp.
soj GP1%°) pokazuju nizu aktivnost od enzima iz grupe A i osrednju enantioselektivnost. C
grupa sastoji se od dvije identicne HheC sekvence iz Agrobacterium radiobacter AD1% i
Rhizobium sp. soj NHG3%. U usporedbi s ostalim enzimima, HheC iz Agrobacterium
radiobacter AD1 pokazuje visoku aktivnost i stereoselektivnost prema aromatskim
supstratima. Od 2014. godine do danas otkriven je velik broj novih enzima ¢ime se klasifikacija
HHDH prosirila za ¢etiri dodatne skupine (D, E, F i G), a broj poznatih HHDH visestruko se

povecao (Tablica 2).%’

12
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Tablica 2. Popis danas poznatih HHDH?’

HHDH
HheA

HheA2
HheA3
HheA4
HheA5
HheB

HheB2
HheB3
HheB4
HheB5
HheB6
HheB7
HheC

HheD

HheD2
HheD3
HheD4
HheD5
HheE

HheE2
HheE3
HheE4
HheE5
HheF

HheG

Izvor

Corynebacterium sp.

Arthrobacter sp. soj AD2
Parvibaculum lavamentivorans DS-1
Arthrobacter sp. soj JBH1

Tistrella mobilis KA081020-065
Corynebacterium sp.

Mycobacterium sp. soj GP1

Morski metagenom (Ralstonia)
Morski metagenom (Shewanwlla)
Morski metagenom (Burkhalderia)
Morski metagenom (Sorangium)
Morski metagenom (Bradyrhiuobium)
Agrobacterium radiobacter AD1
Dechloromonas aromatica RCB
Gamaproteobacterium soj HTCC2207
Methylibium petroleiphilium PM1
Morski metagenom (Haliangium)
Thaurea sp. Strain MZ1T

Morski metagenom (Acaryochloris)
Morski metagenom (Sorangium)
Morski metagenom (Burkholderia)
Morski metagenom (Catenulispora)
Gamaproteobacterium soj IMCC3088
Nekultivirana bakterija

Ilumatobacter coccineus YM16-304
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2.2.2. Struktura, mehanizam i kineti¢ka istraZivanja

Enzim HheC iz Agrobacterium radiobacter AD1 koristen je kao model za brojna kinetic¢ka®®,
mutagenetska?®® i strukturna®**° istrazivanja ¢iji je glavni cilj bio razumijevanje reakcijskog
mehanizma i podrijetla HHDH. Na temelju strukturne i sekvencionalne sli¢nosti zakljuceno je
da HHDH spadaju u obitelj kratko-lan¢anih dehidrogenaza/reduktaza (SDR). Homoteramerne
su grade koju ¢ine dva para dimera, molekulske mase izmedu 20 — 35 kDa (Slika 5 (A)). Za
razliku od SDR enzima, HHDH ne kataliziraju reakcije redukcije i ne vezu nikotinamid kao
kofaktor (oznacen plavom bojom na Slici 5 (B)). Mjesto za vezanje kofaktora zamijenjeno je

anionskim dzepom koji sluzi za stabilizaciju ili aktivaciju nukleofila.

(A) (B)

Slika 5. Strukture SDR i HHDH enzima: (A) HheC iz Agrobacterium radiobacter AD1
(PBD 1ZMT)*, (R)-p-nitrostiren oksid (crveno) i (B) glukonat 5-hidrogenaza iz
Streptococcus suis (PBD 3CXT)*, D-glukonat (narancasto), NADP* (plavo)

Glavna sli¢nost ovih enzima vidi se u strukturi aktivnog mjesta koje se sastoji od kataliticke
trijade odnosno tri glavne aminokiseline: Ser/Tyr/Arg (kod SDR enzima umjesto Arg je Lys).
HHDH ima cetiri aktivna mjesta, u svakoj podjedinici jedno. Slika 6 prikazuje reakcijski
mehanizam na primjeru HheC. Serin i tirozin stvaraju vodikove veze s hidroksilnom skupinom
supstrata, dok arginin snizava pKa vrijednost tirozinu koji deprotonira hidroksilnu skupinu.
Oslobodeni proton zatim se prenosi u otapalo pomo¢u mreze vodikovih veza koja je nacinjena
od bo¢nih lanaca i molekula vode. Serin stabilizira negativni naboj nastalog oksoaniona, $§to
dovodi do nukleofilnog napada na susjedni ugljikov atom i intramolekularne Sn2 reakcije.
Posljedi¢no dolazi do cijepanja veze ugljik — halogen pri ¢emu se oslobodeni halogenidni ion
stabilizira u anionskom dzepu. To¢nost reakcijskog mehanizma potvrdena je i kvantno-

mehani¢kim izra¢unima.*?
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H  _H,_ -~
Phe186 ( (f 0" "ser132
N_— r‘,; ‘HV;R
J e
H-k?fH ----- Cl
H.\.__O }r‘l
\ N\
N
H
Leu178

Slika 6. Aktivno mjesto i reakcijski mehanizam HHDH enzima: Kataliticka trijada HheC iz
Agrobacterium radiobacter AD1: Ser132/Tyr145/Arg149 (PBD 1PX0)%

Ukupni reakcijski mehanizam enzimski katalizirane reakcije moze se prikazati kao na Shemi

10. U prvom koraku reakcije dolazi do formiranja kompleksa enzim — halogenhidrin (k1), nakon

Cega slijedi nastajanje kompleksa enzim — halogen — epoksid (k2). Nastali kompleks se

polaganim otpuStanjem halogena raspada na kompleks enzim — epoksid (ks), te u zadnjem

koraku dolazi do oslobadanja epoksida (ks).** Kineti¢ka ispitivanja pokazala su da je upravo

korak otpustanja halogenidnog iona (ks) limitirajuéi korak reakcije.®® S obzirom da

ravnoteznim reakcijama poput ove upravlja termodinamika** ravnoteZu je moguée pomaknuti

u korist produkta dodavanjem jednog od reaktanta u suvisku, mijenjanjem reakcijskih uvijeta

ili uklanjanjem jednog od produkata iz reakcijske smjese. 1z tog razloga enzimske reakcije se

Cesto spajaju u ,,0ne-pot“ kaskadne reakcije, gdje produkt jedne reakcije sluzi kao supstrat

druge reakcije uklanjajuéi se tako iz reakcijske smjese, §to u konacnici dovodi do promjene u

ravnotezi.

Halohidrin

¥"_;
E

K

(E-Halohidrin)

Shema 10. Mehanizam nastanka epoksidnog prstena®®

HX
ks k3 !
(E-X-Epoksid) (E-Epoksid)
k., k3

ks

—_—
-

ky

E + Epoksid
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Mehanizam otvaranja epoksida je obrnut. U ovom slu¢aju nukleofilni napad halogenidnog iona
u kombinaciji s protoniranjem kisika dovodi do formiranja veze ugljik — halogen i hidroksilne
grupe. Proton se uvodi iz otapala, te nastaje hidroksilna skupina koja je sada stabilizirana
pomocu Argl49 i Serl32. Anionski dZzep moze aktivirati razli¢ite nukleofile za napad na

terminalnu poziciju epoksidnog prstena, ukljuéujuéi azid i cijanid.3®

Od svih do sada poznatih HHDH, HheC je enzim koji pokazuje visoku (R)-enantioselektivnost
prema supstratima, zbog ¢ega je i najviSe koriSten u sintezi.*® Kristalne strukture HheC
odredene s oba enantiomera p-nitrostiren oksida pokazale su da je nepovoljan nacin vezanja
(S)-epoksida razlog visoke (R)-enantioselektivnosti ovog enzima.* Iz Slike 7 koja pokazuje
vezanje (R)- i (S)-enantiomera jasno se vidi jednak polozaj aromatskog prstena oba
enantiomera supstrata u aktivnom mjestu, te razli¢ita orijentacija epoksidnog prstena. Kisik
epoksidnog prstena (R)-enantiomera orijentiran je prema Tyrl45 i Serl32 s$to omogucava
interakcije klju¢ne za katalizu, dok je kisik (S)-epoksida orijentiran prema halogenidnom dzepu

Sto onemogucava produktivno vezanje.

Arg149 Arg149

[
Tyr145 :"
Ser132 ; Ser132
\) (S)-pPNSO \—)

(A) Anionski dZep Anionski dzep

0
Tyr145 : 4

(R)-pPNSO

Slika 7. Produktivan i neproduktivan poloZaj vezanja p-nitrostiren oksida u aktivnom mjestu
HheC: (A) produktivno vezanje (R)-p-nitrostiren oksida, (B) neproduktivno vezanje (S)-p-

nitrostiren oksida®®

Usporedba struktura HheC®, HheA2%, HheA*" i HheB*' pokazala je da svi enzimi imaju
jednaku homotetramernu gradu i slicno aktivno mjesto. HheC pokazuje vrlo visoku
enantioselektivnost prema aromatskim supstratima, dok HheB i HheA2 pokazuju znatno
slabije enantioselektivnosti. 2015. godine Watanabe i suradnici analizirali su veli¢inu ulaznog

tunela sva tri enzima.*’ Rezultati analize (Slika 8) pokazali su da HheA ima najveéi unutarnji
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polumjer ulaznog tunela $to bi moglo objasniti njegovu nisku enantioselektivnost. Veli¢ine

ulaznih tunela HheB i HheC imaju priblizno jednake vrijednosti.

Slika 8. Prikaz veli¢ine ulaznih tunela HheA, HheB, HheC*’

2.3. HHDH: Grupa B

HheB iz Corynebacterium sp. soj N-1074 i HheB2 iz Mycobacterium sp. soj GP1 prvi su
enzimi otkriveni u B grupi HHDH. HheB2 izoliran je i biokemijski karakteriziran jos 1999.
godine,*® medutim njegov biokataliticki potencijal nakon toga nije dalje istrazen. Razlog tome
je niska enantioselektivnost koju je pokazao na manjem broju ispitanih supstrata.***® Enzim
katalizira konverziju para-nitro-2-bromo-1-feniletanola u odgovaraju¢i epoksid s malom
prednoséu prema (S)-enantiomeru (E < 3).%* Nekoliko godina kasnije isti enzim ispitan je u
reakcijama cijanolize strukturno razli¢itih epoksida gdje je pokazao nisku do srednju
enantioselektivnost (E = 1 — 10), ali visoku regioselektivnost prema alifatskim supstratima.*®
2018. godine ispitan je u reakcijama otvaranja epifluorhidrina (25) s razli¢itim nukleofilima
(Shema 11).%2 Reakcije su pokazale ocekivano nisku enantioselektivnosti zbog &ega je
istrazivanje usmjereno na sintezu racemicnih alkohola 26. p—supstituirani alkoholi 26
pripravljeni su s visokom regioselektivnoscu u iskoristenju od 30 do 90 %. Takoder, uoceno je
da enzim ne moze katalizirati reakciju zatvaranja epoksidnog prstena uklanjajuci fluoridni ion
(Shema 11). Na temelju malog broja navedenih istrazivanja HheB2 je okarakteriziran kao

enzim visoke regioselektivnosti, ali niske enantioselektivnosti.9°052:53
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OH

O HheB?2 HheB2 0o
F\/A — > F\)\/Nu — %Nu
25 NaNu 26 27
Nu=N;3 NO, CN,Cl Iskoristenje 30 - 90 %

Shema 11. Reakcije 25 katalizirane HheB2 iz Mycobacterium sp. soj GP1°2

1994. godine Nakamura i suradnici pokazali su da HheB iz Corynebacterium sp. soj N-1074
katalizira enantioselektivnu transformaciju 19 u (R)-4-kloro-3-hidroksibutironitril (28) (Shema
12).%

fe) OH

% HheB =
Cl —_— Cl ~ CN
\/(R)\/
19 KCN
28 ¢ev80%

Shema 12. HheB Katalizirana konverzija 19 u (R)-4-kloro-3-hidroksibutironitril (28)34

HHDH imaju sposobnost kataliziranja reakcija zatvaranja halogenhidrina u epoksid i otvaranja
epoksidnog prstena. Povezivanjem navedenih reakcija, odnosno desimetrizacijom alkohola 20
dobiven je (R)-28 u visem iskoriStenju i enantiomernom suvisku (Shema 13). Radi se 0 prvim
istrazivanjima enantioselektivnog otvaranja epoksida kataliziranih HHDH-enzimima. U prvom
koraku dolazi do selektivnog zatvaranja alkohola u epoksid pri ¢emu nastaje pretezito (R)-19.
Enantiomerno obogaceni (R)-19 zatim se prevodi u produkt (R)-28 (>99 % e.v.). Kloridni ioni
koji se otpuStaju zatvaranjem epoksidnog prstena djeluju kataliticki, te omogucuju
racemizaciju nezireagiranog (S)-19 u pocetni alkohol 20. U konacnici se dobiva produkt (R)-

28 viSe enantiomerne Cistoce 1 iskoriStenja, nego kod reakcije koja krec¢e iz racemicnog

supstrata 19.
OH
oH HheB, - CI" o 0 HheB :
Cl\)\/CI _ > R/Cl + %Cl E— Cl\/\/CN
20 (5)-19 (R)-19 KCN (R)-28 ev. 95%
T HheB, + CI ‘

Shema 13. Desimetrizacija 20 katalizirana HheB>*
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Koristenjem razli¢itih metoda mutageneze konstruirani su HheB mutanati s pove¢anom
enantioselektivnosti u reakciji natrij cijanida s 1,3-dikloro-2-propanolom 20.% Odredivanjem
aminokiselinske sekvence oba enzima zapazena je visoka homologija izmedu HheB i HheB2.
Podudarnost njihovih sekvenci iznosi 95 %; enzimi se razlikuju u samo Cetiri aminokiseline
HheB/HheB2: 11e36/Phe36, Alal20/Thr120, Tyr124/Cys124, GIn125/His125.4" Tri
aminokiselinska ogranka (120, 124 i 125) nalaze se u blizini kataliticke trijade, dok se jedan

ogranak (36) nalazi na povrsini enzima (Slika 9).

/ a0
A120 \
J 4

Argl35
\Keq

v

2
o
A

%

Slika 9. Prikaz aktivnog mjesta HheB s ozna¢enim kataliti¢kim aminokiselinama (Ser118,
Tyrl31, Argl35) i ograncima (1136, Alal20, Tyr124, GIn125) koji se razlikuju u dva enzima
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2.4. Reakcije katalizirane HHDH enzimima

Za razliku od reakcija zatvaranja halogenhidrina, reakcije otvaranja epoksida sintetski su
znatno zanimljivije. Regioselektivnim i enantioselektivnim otvaranjem epoksida nastaju
razli¢iti 1,2-difunkcionalizirani spojevi 30 — 39 (Shema 14). Bitno svojstvo HHDH je
sposobnost stvaranja novih C-C, C-N, C-O, C-S veza otvaranjem epoksida uz $irok spektar
nukleofila (azida, nitrita, cijanida, cijanata, tiocijanata, formijata te halogenidnih iona (Shema
14)).%

OH OH
\)\/CN \)\/No
30 31

OH +

\/Q<—\)\/ NH

Shema 14. Pregled Kkatalitickog djelovanja HHDH u reakcijama otvaranja 1,2-epoksibutana
(29)56

U reakcijama s azidnim ionom nastaju isklju¢ivo sekundarni azido-alkoholi koji se postupcima
klasi¢ne organske sinteze lako prevode u odgovaraju¢e amino-alkohole i triazolne jezgre.
Koristenjem cijanidog iona dolazi do nastanka nove C-C veze i sekundarnih cijano-alkohola.
Reakcije s nitritnim ionom mogu se odvijati napadom dusikovog ili kisikovog atoma pri cemu
nastaje smjesa produkata. Napadom preko dusika nastaju B-supstituirani nitro-alkoholi 31, dok
napadom preko kisika nastaju nestabilni nitratni esteri 32 koji brzo hidroliziraju u odgovarajuce
diole 33 (Shema 15). O tome do kojeg ¢e napada doéi najéesc¢e ovisi 0 strukturi samog
epoksida. U reakciji epoksida 40 kao vecinski produkt nastaje nitroalkohol 42, dok je diol 44

glavni produkt u reakcijama s aromatskim epoksidima 43 (Shema 16).°% >’
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\)\/NO2 e

OH
\)\/OH 46%

33

Shema 15. Mehanizam reakcije 29 s nitritnim ionom

HheC O, HO NO,
\/\A " M
41 42

40 NaNO,
O HO HO
HheC T
—_— OH NO2
43 NaNO, 44 45
O,N O,N O,N
8:2

Shema 16. Prikaz nastalih produkata u reakciji strukturno razli¢itih epoksida s nitritnim

ionom®® 57

Reakcije s cijanatnim ionom takoder se mogu odvijati na dva nacina, napadom preko
dusikovog ili kisikovog atoma. Napadom dusika nastaju nestabilni p—hidroksi-izocijanati 47,
dok napadom kisikovog atoma nastaju B-hidroksicijanati 48 koji izomeriziraju u odgovarajuce
B-hidroksi-izocijanate 47. Nastali B-hidroksi-izocijanati 47 wvrlo brzo cikliziraju u
oksazolidinone 49 (Shema 17). S obzirom na nestabilnost meduprodukata i nemoguénost

njihove izolacije to¢an mehanizam ovih reakcija nije poznat.

[ om
)\/ N=C=0
R
47 /U\
o) HheC T
4>
R/A NaOCN >J
46

OH 49

)\/O—CEN
R

- 48

Shema 17. Mehanizam reakcija s cijanatnim ionom?®

21



Literaturni pregled

Sli¢no reakcijama s nitritom i cijanatom, reakcije s tiocijanatnim ionom mogu se odvijati na
dva nacina: napadom dusikovim ili sumporovim atomom. Istrazivanja su pokazala da se ova
reakcija odvija iskljuéivo preko napada sumporovim atomom pri ¢emu nastaju tiocijanat-
alkoholi 36.% Zbog visoke nestabilnosti nastali tiocijanati spontano cikliziraju, a kao kona¢ni
i vecinski produkt nastaje tiiran 37 (Shema 18). Tiirani imaju Siroku primjenu u industriji

aroma.>®

O  HheC OH . OH
\/A - N=C=S S—C=N
NaSCN
29 50 \' 36
S NH
o—{ o—{ S
\/K/NH Ws \/A
37
51 52 HOCN
lF/
hiy
N~ "NH,

53

Shema 18. Mehanizam reakcije 29 s tiocijanatnim ionom
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2.4.1. Priprava azido i cijano-alkohola

HHDH mogu cijepati i stvarati razli¢ite veze, §to otvara moguénost provodenja velikog broja
reakcija i sinteze niza razli¢itih produkata. Reakcije otvaranja epoksida s azidnim ionom kao
nukleofilom dovode do stvaranja vicinalnih azido alkohola, koji su bitni prekursori za sintezu
1,2-amino alkohola i hidroksitriazola. Nekatalizirane reakcije prati niska regioselektivnost,
pogotovo u slucaju aril-supstituiranih epoksida, $to u sintezi dovodi do nastanka smjese
regioizomera. Regioselektivnost azidolize derivata stiren oksida odreduju elektronski faktori.
Fenilna grupa stabilizira formiranje pozitivnog naboja na benzilnom ugljikovom atomu (Ca) u
prijelaznom stanju, zbog ¢ega je favoriziran napad na Co umjesto na terminalni ugljikov atom
(CP). Kemijskom reakcijom izmedu stiren oksida i natrijevog azida na sobnoj temperaturi i
neutralnom pH, bez prisutnosti enzima nastaje smjesa azido alkohola u omjeru Ca:Cp = 98:2.%°
U reakciji kataliziranoj s enzimom HheC omjer produkata je obrnut (Ca:Cp = 2:98). Spontana
kemijska reakcija dolazi do izrazaja ako se enzim koristi u niskim kataliti¢kim koli¢inama, pri
¢emu raste udio a-regioizomera. Na preparativnoj skali kemijska reakcija moze se usporiti

laganim dodavanjem natrijevog azida.®°

U klasi¢noj sintezi, regioselektivnost reakcije obi¢no se postize koristenjem Lewisovih Kiselina
ili niskog pH, $to dovodi do stvaranja eksplozivnih metal-azida ili eksplozivne dusikovodi¢ne
Kiseline. Za postizanje prihvatljivog industrijskog iskoriStenja koriste se veliki suviSci azidnih
soli, a njihova korozivna priroda zahtjeva posebne reaktore od nehrdajuceg ¢elika oblozene
staklom. Koristenje azida u kemijskoj industriji predstavlja izazov radi toksi¢nosti i rizika od
eksplozija. Sve navedeno znatno poskupljuje proces proizvodnje spojeva funkcionaliziranih
azidnom skupinom. S druge strane, enzimske reakcije otvaranja epoksida nude ekoloski
prihvatljivu alternativu metal-kataliziranim reakcijama. One se provode u vodi pri neutralnom
pH uz natrijev azid u malom suvisku od samo 10 %. Nastali produkt moze se lako izolirati ili
in situ prevoditi u triazole®! i amino alkohole. Opticki &isti B-amino alkoholi koriste se u

asimetri¢noj sintezi p-blokatora.®?
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U usporedbi sa sintezom primarnih i sekundarnih alkohola, postoji manji broj metoda koje se
mogu Kkoristiti za pripravu tercijarnih alkohola.®® Biokataliticka metoda rezolucije racemiénih
alkohola ¢esto se provodi s lipazama,® medutim veéina lipaza ne prihvaéa tercijarne alkohole
kao supstrate. Otvaranje 2,2-disupstituiranih epoksida 54b — 58b uz HheC i cijanid ili azid kao
nukleofil mogu se pripraviti B-supstituirani tercijarni alkoholi 54d — 58d i 54e — 58e. U
usporedbi s monosupstituiranim epoksidima 54a — 58a, reakcije disupstituiranih epoksida 54b
— 48b znatno su enantioselektivnije (E > 200) (Tablica 3). Serija metil-supstituiranih derivata
54b — 58b prevedena je u tercijarne cijano 54d — 58d i azido alkohole 54e — 58e s

enantiomernim suviskom ve¢im od 99 % (Tablica 4).%

Tablica 3. Kineticka rezolucija mono- 54a — 58a i disupstituiranih epoksida 54b — 58b
katalizirana HheC®

H
R2 o) HheC 0
NVA + NaCN ——> RzulJ\/CN
R

R!
54a-58a Sdc-58¢
54b-58b S4d-58d
Supstrat R? R? E Konfiguracija
54a (49) Et H 29 R
54b (49) Et Me >200 R
55a (49) c-Hex H 106 R
55b c-Hex Me >200 R
S6a CH2Ph H 2 R
56b CH2Ph Me >200 R
57a CO:Me H n.d. -
57b CO:Me Me >200 S
58a CH2CO:Me H 15 R
58b CH2CO:Me Me >200 R
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Tablica 4. Kinetitka rezolucija metil-supstituiranih epoksida 54b — 58b katalizirana HheC®

R L
R>A Nu = CN, Nj R)\/ "
54b-58b » ::S_':g:

Supstrat Nu Produkt t (h) X (%) ev.s (%) eV, (%)
54b CN 45d 5 34 51 99
54b N3 45e 0.5 50 >99 >99
55b CN 46d 5 47 88 >99
55b N3 46e 1.5 45 82 >99
56b CN 47d 5 30 42 99
56b N3 47e 2 47 89 >99
57b CN 48d 5 21 26 >99
57b N3 48e 5 29 40 90
58b CN 49d 3 47 87 >99
58b N3 49e 0.5 47 89 >99

HHDH mogu katalizirati nekoliko uzastopnih reakcija, tzv. kaskadne reakcije, kombinacijom
zatvaranja halogenhidrina u epoksid te nukleofilnog otvaranja epoksida do alkohola.®
Takoder, moguce su i reakcije u kombinaciji s kompatibilnim enzimima poput alkohol-
dehalogenaza i epoksid-hidrolaza.®” Glavna prednost ovakvih reakcija je to $to ne zahtijevaju
obradu i izolaciju brojnih meduprodukata ¢ime se znatno smanjuju troSkovi procesa. Na Shemi
19 prikazana je enzimski Kkatalizirana kaskadna reakcija u kombinaciji s klik reakcijom za
dobivanje opticki Cistih triazola 63 — 66. Prvi korak ukljucuje stereoselektivno uvodenje
kiralnog centra enantioselektivnom redukcijom prokiralnog a-kloroketona 59 alkohol-
dehidrogenazom (ADH) u odgovarajuc¢i enantiomerno ¢isti halogenhidrin 60. U drugom
koraku HHDH konvertira halogenhidrin 60 u epoksid 61 koji se zatim u prisutnosti azidnog
iona prevodi u B-azido-alkohol 62. Za dobivanje zeljenog enantiomera potrebno je izabrati
odgovarajucu (S)- ili (R)-selektivnu ADH. U ovom primjeru reakcija je Kkatalizirana
dizajniranim stanicama koje u sebi sadrze oba enzima, ADH i HHDH. Dobiveni B-azido-
alkoholi 62 reagiraju s terminalnim acetilenima u Huisgenovoj reakciji 1,3-dipolarne

cikloadicije formirajuéi B-hidroksitriazole 63 — 66.°*
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H ——— N/
HhE _mhE O Ph— prh
o )\/N3 — > Ho N
; & j s RT 'Click' >—/
NADPH + H*  NADP R 63-66
9] OH
— 0, 0,
)J\ L—ZADH )\ 63 R 41 %, ev. 99 %
67 68

65 R=

66 R= |
0\ 18 %, e.v. 99 %

Shema 19. Sinteza opticki Cistih triazolnih jezgri 63 — 66 kombinacijom enzimski

65 %, e.v. 99 %

' < > 2
64 R-— @CN 36%, e.v. 99 %

katalizirane kaskadne reakcije i “klik” reakcije®

2.4.2. Priprava oksazolidinona

Sinteza enantiomerno ¢istih oksazolidinona privla¢i paznju zbog antibiotskog djelovanja na
gram-pozitivne bakterije koje su otporne na veéinu lijekova.®® Za razliku od kemijske sinteze
oksazolidinona koja zahtijeva visoke temperature, dugo reakcijsko vrijeme ili koristenje skupih
katalizatora u vise sintetskih koraka, biokataliza nudi ekoloski prihvatljiv sintetski put uz blage

reakcijske uvjete.

Janssen i suradnici opisali su pripravu 5-supstituiranih oksazolidinona 70 koristenjem HheC i
natrij cijanata kao nukleofila. Cijanat napada epoksid 69 na B-poziciji pri ¢emu nastaju [3-
supstituirani izocijanati koji dalje spontanom ciklizacijom prelaze u 5-supstituirane
oksazolidinone 70 (Shema 20).%° Nedavno je otkriveno kako HheG iz llumatobacter coccineus
pokazuje visoku a-regioselektivnost u reakcijama pri ¢emu nastaju 4-supstituirani
oksazolidinoni 72 (Shema 20).7° 4-Arril i 4-hidroksimetilsupstituirani oksazolidinoni su vazni

tipovi oksazolidinonskih derivata.
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Shema 20. Sinteza 5- i 4-supstituiranih oksazolidinona

(S)-4-feniloksazolidin-2-on (74) je glavni intermedijer za sintezu Ezetimiba (75) koji se koristi
u lije¢enju visoke razine kolesterola u krvi smanjujuéi njegovu apsorpciju u crijevima. Sinteza
enantiomerno ¢istog oksazolidinona provedena je iz (R)-2-feniloksirana (73) koriste¢i HheG,

enzim niske enantioselektivnosti (Shema 21).7

OH

HheG HN% _ =
NaOCN ©/\/ F
d_/ Ezetimib 75

Shema 21. Sinteza 74 katalizirana HheG"°
2.4.3. Sinteza epoksida

Opticki ¢Cisti epoksidi mogu se pripraviti HHDH-kataliziranom kinetickom rezolucijom
epoksida’ ili halogenhidrina. Na Shemi 22 prikazan je sintetski put za pripravu oba
enantiomera epoksida (R)-77 i (S)-77 koriste¢i kombinaciju enzimski katalizirane reakcije i
klasi¢ne organske sinteze. Ukoliko se enzimska reakcija zaustavi nakon $to je reaktivniji
enantiomer halogenhidrina (S)-76 u potpunosti izreagirao, zaostali enantiomer (R)-76 moze se

izolirati, te klasi¢nim kemijskim putem prevesti u drugi enantiomer epoksida (R)-77.
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OH OH Enzimska reakcija 0
+ < oY
R)\/Cl R ) : ©y77
+
(R)-76 (5)-76 el

Kemijska rekacija

‘QT' (R)-77
(R) 76

Izolirani enantiomer

Shema 22. Sinteza oba enantiomera epoksida (R)-75 i (S)-75%

Glavni nedostatak ovih reakcija je reverzibilnost, zbog koje se ne mozZe posti¢i potpuna
konverzija. Pomicanje ravnoteze moze se posti¢i uklanjanjem epoksida iz reakcijske smjese.
Jedan primjer je spontana hidroliza epoksida (R)-84 — (R)-89 koji nastaju kinetickom
rezolucijom klorohidrina 78 — 83 (Shema 23, Tablica 5).”? Napad vode mogué je na oba
ugljikova atoma epoksidnog prstena zbog ¢ega su dobiveni dioli 90 — 95 gotovo u potpunosti
racemi¢ni. Generirani epoksidi mogu se iz reakcijske smjese uklanjati i vezanjem u kaskadne

reakcije uz razli¢ite nukleofile.>* %

o spontana OH
H HheC ! z h1drollza
)\/Cl )\/OH
R
78-83 (S)-78 - (5)-83  (R)-84 - (R)-89 90-95

Shema 23. Kineticka rezolucija klorohidrina 78 — 83 katalizirana HheC"?

Tablica 5. Rezultati kineticke rezolucije klorohidrina 78 — 8372

Supstrat R Iskoristenje (%) e.v.s (%) E
78 (E)-CH=CHMe 40 >99 >200
79 (E)-CH=CHBuU 31 >99 177
80 (E,E)-CH=CHCH=CHEt 29 >99 >200
81 (E)-CH=CHPh 47 >99 102
82 2-furil 42 98,5 >200
83 2-tienil 47 >99 >200

Reakcije s nitritnim ionom najcesce daju smjesu produkata (diola i nitroalkohola), zbog ¢ega
se u pravilu koriste u sintezi opticki ¢istih epoksida. Na Shemi 24 prikazana je hidroliza (rac)-

2-benziloksimetil-2-metiloksirana (96) uz natrij nitrit, gdje kao produkt nastaje enantiomerno
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Cisti (S)-2-benzioksimetil-2-metiloksiran ((S)-96). Dobiveni epoksid glavni je intermedijer za

dobivanije (S)-kromanmetanola ((S)-98) koji sluZi za pripravu vitamina E."”

OH

HheC HO\XOBH
0 OBn
+ 97
NO,

96

(5)-96 31 %, ev. >99 % (5)-98

Shema 24. Priprava intermedijera za sintezu vitamin E”

2.4.4. Dinamicka kineti¢ka rezolucija (DKR)

U poglavlju 2.1.2. opisan je mehanizam i prednosti DKR. Glavni preduvjet za uspjeSnu DKR
je da se racemizacija neizreagiranog supstrata odvija puno brze od kineticke rezolucije. Ona
moze biti kemijski’ (Shema 25) ili enzimski” katalizirana (Shema 26). Enzimski katalizirana
racemizacija odvija se pri sobnoj temperaturi, atmosferskom tlaku i neutralnom pH. Ovakve
reakcije obi¢no su ekoloski prihvatljive i vrlo kemoselektivne sprje¢avajuéi time racemizaciju
produkta. HHDH imaju moguénost istovremene racemizacije i kineticke rezolucije supstrata
poput epiklorhidrina (19) i epibromhidrina (102). Navedeni supstrati mogu racemizirati u
prisutnosti tragova halogenidnog iona. Shema 26 prikazuje DKR 1,3-dibromopropan-2-ola
(101) kojom se dobiva (S)-1-azido-3-brompropan-2-ol ((S)-103) u iskoristenju od 77 % i
enantiomernom suvisku >99 %. (S)-102 koji zaostaje, uz bromidne ione se otvara u prokiralni

intermedijer 101, koji je supstrat istom enzimu.”

OH HheC 0 OH
R/K/ X * R/\/ X
99 R™ 100 (5)-99

Iridijev katalizator
KOtBu, toluen

Shema 25. DKR s kemijski kataliziranom racemizacijom’
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NaNj
HheC
\A/
HheC \/Q N;
OH / (R)-102 ($-103
Br\)\/ Br Br +
101 ‘\\k\ 0
HheC Br\/Q
(5)-102

Shema 26. HheC katalizirana DKR 1017°

DKR se moze koristiti za dobivanje oksazolidinona (S)-105 visoke enantiomerne Cistoce i
iskoristenja (Shema 27).2 Ako se u reakciji koristi jedan ekvivalent natrij cijanata i HheC kao
katalizator dobiva se (S)-105 u iskoristenju od 47 % i enantiomernom suvisku od 98 %.
Reakcija je vrlo brza, medutim nakon 50 % konverzije naglo usporava $to ukazuje na karakter
kineti¢ke rezolucije. Dodatkom samo male koli¢ine bromidnih iona reakcija dobiva karakter
DKR, pri ¢emu se iskoriStenje produkta povecava na 87 %, a enantiomerna ¢isto¢a na e.v. = 99
%. Bromidni ioni kataliziraju racemizaciju neizreagiranog (R)-epoksida (R)-104 preko
prokiralnog intermedijera 106 koji se zatim prevodi u racemicni 2-(bromometil)-2-
metiloksiran (104).8

TN s Dinamicka kineticka rezolucija
Kineticka rezolucija

o . NaOCN O
A e CH
ne
0 + 1) HheC N
Br S5 o QA Ty o>
\)—/ Tris-SO, THS 504 \)~/ (R)-104
(R)-104 ($)-105 Ih (5)-105
o 87 % Q
ev. 95 % 47 % Br e >99% OF

e.v. 98 %
OH
Br\%\/ Br
106

Shema 27. DKR 2-(bromometil)-2-metiloksirana (104)®
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2.4.5. Industrijska primjena HHDH

Krajem 70-ih godina proslog stoljeca HHDH iz Flavobacterium sp. koristila se u industrijskom
procesu dobivanja propilen oksida (109) iz propilena (107), (Shema 28).7® Takozvani “Cetus
Process” poznat je kao prvi process biokonverzije koji se koristio u petrokemijskoj industriji.”’
Proces je razvijen kao alternativa za kemijske procese direktne oksidacije koji su koristili skupe
i toksi¢ne katalizatore. U prvom koraku 107 se prevodi u odgovarajuci halogenhidrin 108
pomocu kloroperoksidaze iz Caldariomyces fumago, a dobiveni 1-klor-2-propanol (108) se
zatim pomoéu HHDH iz Flavobacterium sp. prevodi u 109.”®

Kl ksid OH HHDH 0
oroperoksidaza
X )\/Cl - /A
H,0,
107 108 109

Shema 28. "Cetus Proces"

HHDH Kkoristi se u prehrambenoj, polimernoj industriji te industriji papira za uklanjanje
toksi¢nih halogenalkohola i organohalogenih produkata iz kontaminiranih otpada. Papirna
industrija koristi kationske poliaminopoliamid-epoksidne smole u svrhu pobolj$anja vlazne
Cvrsto¢e papira. Nusprodukti ovog procesa su najées$ce epiklorhidrin (19), 1,3-diklor-2-
propanol (20) i 3-klor-1,2-propandiol koji se uklanjaju koristenjem cijelih stanica s aktivnom
HHDH.” U prehrambenoj industriji za vrijeme Kisele hidrolize proteina i deodorizacije biljnog
ulja mogu nastati toksi¢ni mono- i diklorirani propanoli te odredeni esteri viSih masnih kiselina
koji dovode u pitanje sigurnost hrane. KoriStenjem cijelih stanica s HHDH u kombinaciji s
drugim lipazama® ili koristenjem pro¢is¢enog enzima u kaskadnim reakcijama u kombinaciji
s Candida antractica lipazom A i epoksid hidrolazom iz A. radiobacter AD18!, mogucée je

sintetizirati netoksi¢ni glicerol koji je pogodan za koriStenje u prehrambenoj industriji.

HHDH se koriste i u sintezi vrijednih Kiralnih prekursora za farmaceutsku industriju.
Najznacajniji primjer je sinteza hidroksibutiratnog prekursora 113 za pripravu Atorvastatina
(114). Atorvatsatin 114 je statinski lijek, komercijalnog naziva Lipitor, koji sluzi za snizavanje
razine kolesterola. Molekula API-ja posjeduje dva kiralna centra, a za njezinu primjenu u
lijekovima potrebne su izrazito visoke enantiomerne ¢istoc¢e. Za sintezu navedenog kiralnog
gradivnog bloka razvijeni su brojni klasi¢ni kemijski sintetski putevi, kojima je zajednicko
uvodenje cijano skupine u molekulu. Iskoristenja tih reakcija znatno ovise o temperaturi, pa se
tako na sobnoj temperaturi preko no¢i dobiva produkt u iskoristenju od samo 50 %.

Povecanjem temperature raste iskoristenje, medutim zeljeni prekursor je vrlo nestabilan pri
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temperaturama iznad 60 °C. Takoder, jedan od glavnih nedostataka klasi¢ne organske sinteze
je nastanak velikog broja nusprodukata koji otezavaju proces separacije i ¢iS¢enja. Americka
tvrtka Codexis Inc. (Redwood City, CA, USA)® razvila je zeleni proces sinteze
hidroksibutirata 113, koji je prikazan na Shemi 29. U prvom koraku ove kaskadne reakcije
ADH iz Candida magnolie reducira prokiralni 4-kloro-3-ketobutirat (110) u (S)-4-kloro-3-
hidroksibutirat (111). Zatim se pomoc¢u modificirane HheC iz Agrobacterium radiobacter u
dvije slijedne reakcije halogenhidrin 111 prevodi u odgovarajuci (S)-epoksid 112, koji se u
prisutnosti cijanida prevodi u (R)-113. U usporedbi s klasi¢nim kemijskim procesima ovaj

proces je ekoloski prihvatljiv.

OH OH O
O O PhHN / N O
Cl\)J\)J\ = Atorvastatin
1 07 0
0 glukonat Ph
Etil 4-klor-3-ketobutirat F
114
NADH+ H'
KRED > GD T T
NAD T
-HCl
Gluk
OH O ) oz 0 ( CN OH O
o7 HheC 07 HheC 07
111 ;Snajrr;al‘lq.c 112 $ najmanje ' 113“ ' o
Etil (S)-4-klor-3-hidroksibutirat mutacija 35 mutacija  Etil (R)-4-cijano-3-hidroksibutirat

92 %, e.v. 99.5%

Shema 29. Biokataliti¢ka sinteza kiralnog gradevnog bloka za sintezu Atorvastatina 114

Glavni izazov biokatalize je povecanje koncentracije produkta s ciljem zadovoljavanja kriterija
industrijske proizvodnje. Veéina organskih molekula je slabo topljiva ili netopljiva u vodi, koja
je potrebna za aktivnost enzima. Zbog toga biokataliticke reakcije Cesto zahtijevaju razli¢ita
inovativna rjeSenja poput koriStenja dvofaznih sustava ili naprednih reaktorskih izvedbi.
Visoke koncentracije supstrata i koriStenje organskih otapala mogu inhibirati enzim.
Metodama proteinskog inZenjerstva danas se sve uspjeSnije konstruiraju novi enzimi

prilagodeni Zeljenim reakcijskim uvjetima.

Koristenjem mutanta HheC, dobivenog usmjerenom evolucijom, u ovom se procesu uspje$no

povecala koncentracija supstrata i iskoriStenje u sintezi kiralnog prekursora 113. Osim toga

32



Literaturni pregled

skraceno je reakcijsko vrijeme i smanjena koli¢ina utroSenog katalizatora dok je kemijska i

enantiomerna Cistoc¢a produkta ostala nepromijenjena (Tablica 6).

Tablica 6. Usporedba divljeg tipa HheC i mutanta u procesu sinteze 1138

Parametar Divlji tip mutant
Supstrat (g/L) 20 140
Enzim (g/L) 30 1,2
STY (g/L po danu) 7 672
Iskoristenje (%) 67 92
Cistoca (%) >98 >98

e.v. (%) >99,5 >99,5
Vrijeme reakcije (h) 72 5

Osim za pripravu Atorvastatina 114, ovako pripravljen hidroksibutirat 113 moze se koristiti za
sintezu L-karnitina (115) bitnog za R-oksidaciju masnih kiselina kod sisavaca i 4-amino-3-
hidroksibutanske kiseline (116), koja se koristi kao antikonvulzivni lijek za lijeCenje epilepsije
(Shema 30).

| OH O
3 koraka \N

_— - @MOH
OH O 115

Naw
N A~ 3 koraka
0 OH O
13 T M

H,N
OH
116

Shema 30. (R)-4-cijano-3-hidroksibutirat (113) kao polazni spoj za pripravu L-karnitina
(115) i 4-amino-3-hidroksibutanske kiseline (116)

Nedavno su Fungyun i suradnici pokazali kako se kombinacijom elektrokemije i biokemije
moze povecati koncentracija (R)-113. U navedenom primjeru ADH i HHDH koriStene Su u
dvofaznom sustavu s bioelektrodom. Vodena faza potrebna je za odvijanje biokataliticke
reakcije, dok organska faza sluzi kao spremnik supstrata. Dvofazni sustav omogucéava
koriStenje ve¢ih koncentracija supstrata, smanjuje mogucénost inhibicije enzima, te sluzi za
istovremenu ekstrakciju nastalih produkata. Bioelektroda sluzi za regeneraciju kofaktora koji

je potreban za rad ADH. Koncentracija dobivenog produkta u dvofaznom sustavu nakon osam
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sati iznosi 25 mM, dok je maksimalna dobivena koncentracija produkta u jednofaznom sustavu
manja od 5 mM.8

2.5. Proteinsko inZenjerstvo HHDH

Idealni katalizator za industrijsku primjenu bio bi kataliticki efikasan, stabilan i lako
pripravljiv. S obzirom da divlji tip enzima ¢esto nema sve potrebne karakteristike, proteinskim
inzenjerstvom njegova se Ssvojstva mogu poboljsati, ¢ime se znacajno smanjuju troskovi
procesa kao S§to je prikazano na primjeru sinteze prekursora za Atorvastatin 114. Studije
Janssena i suradnika pokazale su da aktivnost homotetramerne HheC iz Agrobacterium
radiobacter AD1 opada u oksidacijskim uvjetima zbog formiranja intramolekularnih
disulfidnih veza oksidacijom cisteinskih ostataka.®* Zamjenom tri cisteina (C30, C153 i C229)
s alaninom ili serinom, koji u svojoj strukturi ne posjeduju sumpor, sprijecen je nastanak

disulfidnih veza te je povecana stabilnost enzima.

Ista grupa znanstvenika, zamjenom Ccetiri triptofana HheC s fenilalaninom identificirala je
kljuéna mjesta za stereoselektivnost enzima: W139 i W249.% Mutacija W139F dovela je do
potpunog gubitka enantioselektivnosti za p-nitrofenil-2-bromoetanol, dok je mutacijom
W249F povecéana enantioselektivnosti prema (R)-enantiomeru. HheC-W249F je zbog visoke

enantioselektivnosti koristen u brojnim istrazivanjima.®" 6. 74

Mutacija Y187F, koja se nalazi u blizini anionskog dzepa, narusava stabilnost vodikovih veza
Sto omogucuje lakSe otpuStanje aniona. S obzirom da je otpustanje halogenidnog iona
limitirajuci korak u reakcijama zatvaranja epoksidnog prstena, njegovo lakse otpustanje dovodi

do poveéanja enzimske aktivnost.*3

Tang je zajedno sa suradnicima identificirala znacajne aminokiseline kljuéne za (S)-
selektivnost HheA iz Arthrobacter sp. soj AD2.85 V136, L141 i N178 nalaze se u blizini
aktivnog mjesta i ekvivalentne su aminokiselinama W139, T134 i N176 u HheC za koje je
prethodno utvrdeno da su bitne za stereoselektivnost enzima.*® % Dvostruki mutant HheA-
V136Y/L141G pokazao je (R)-enantioselektivnost u reakcijama s 2-klor-1-feniletanolom, dok
je jednostruki mutant HheA-N178A pokazao znatno vecéu aktivnost i (S)-enantioselektivnost
(E >200) od divljeg tipa. Ovim istrazivanjem dokazano je da navedene aminokiseline imaju

klju¢nu ulogu u kontroli stereoselektivnosti HheA.
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Aminokiseline A120 i Q125 enzima HheB ekvivalentne su aminokiselinama V136 i L141 u
enzimu HheA. Watanabe je 2015. usporedujuc¢i strukture HheB i HheA pretpostavio da su
upravo one bitne za stereoselektivnost enzima HheB.*’ To je i dokazao pripravom (R)-4-kloro-
3-hidroksibutironitrila (28) u enantiomernom suvisku od 98,5 % koriste¢i mutant HheB-
D199H/F71W/Q125T.%° Zamjenom fenilalanina triptofanom na poziciji 71 suzava se prostor
za ulazak supstrata u tunel, medutim zamjenom glutamina treoninom na poziciji 125 otvara se
novi tunel za ulazak supstrata u aktivno mjesto koji uz dodatne konformacijske promjene

tijekom reakcije dovodi do povecane enantioselektivnosti 1 kona¢nog iskoriStenja.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Cilj rada

Reakcije biokatalize intenzivno se istrazuju posljednih godina zbog svoje ekoloske
prihvatljivosti i visoke selektivnosti. HHDH kataliziraju selektivno zatvaranje epoksida
uklanjanjem halogenidnih iona iz vicinalnih halogenhidrina. Osim toga enzimi kataliziraju
regioselektivno i enantioselektivno otvaranje epoksida uz Sirok spektar anionskih nukleofila
¢ime omoguéuju sintezu razli¢itih sekundarnih alkohola.®® Najve¢i nedostatak je mali broj

poznatih enzima koji mogu katalizirati enantioselektivno otvaranje epoksida u alkohole.

HheB2 izoliran je u Nizozemskoj gdje prva biokataliticka ispitivanja, na svega desetak
molekula, nisu dala dobre rezultate.*®4%°0 HheB izoliran je nekoliko godina ranije u Japanu, te
je pokazao veCu selektivnost u reakciji prevodenja epiklorhidina u (R)-4-kloro-3-
hidroksibutironitril. >3** Strukture dva enzima razlikuju se u svega &etiri aminokiselinska
ogranka.*” Zbog svega navedenog namecée se nekoliko pitanja: ako je HheB dobar katalizator
u jednoj reakciji postoje li i druge reakcije u kojima bi enzim mogao naci primjenu, te ukoliko
se ova dva enzima zaista razlikuju u katalitickim svojstvima koja od Cetiri aminokiseline je

odgovorna za to.

Cilj ovog doktorskog rada je prosiriti kataliticko djelovanje HHDH skupine B ispitivanjem
biokatalitiCka svojstava i pronalaskom supstrata koji su prihvaceni u aktivnom mjestu te se
mogu selektivno prevoditi u produkte visoke enantiomerne ¢istoce. Takoder, pronalaskom
nukleofila prihvacenih u aktivnom mjestu cilj je povecati broj produkata koji se mogu
sintetizirati koristenjem HHDH kao katalizatora. U svrhu odredivanja aminokiselinskih
ogranaka koji su zasluzni za ve¢u enantioselektivnost HheB u odnosu na HheB2 u istrazivanje
su uklju¢ena Cetiri mutanta HheB2 s pojedina¢nim mutacijama (HheB2-F361, HheB2-T120A,
HheB2-C124Y i HheB2-H125Q) i jedan  Cetverostruki ~ mutant (HheB2-
F36I/T120A/C124Y/H125Q) c¢ija je aminokiselinska sekvenca identicna enzimu HheB.
Racunalnim simulacijama cilj je objasniti dobivene enantioselektivnosti i reakcijski
mehanizam prevodenja epoksida u azido alkohole. Odredivanje klju¢nih aminokiselinskih
ogranaka i racunalna analiza pridonijet ¢e boljem razumijevanju samog aktivnog mijesta

enzima, Sto je izrazito bitno za dizajn novih poboljsanih varijanti. Konacni cilj rada je pokazati
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kataliticku vrijednost HHDH skupine B kao katalizatora za sintezu kiralnih gradivnih blokova,

uvecanjem Visoko selektivnih reakcija.
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3.2. Priprava enzima

Za potrebe istrazivanja pripravljeno je Sest enzima:

Divlji tip HheB2

Jednostruki mutant HheB2-F261

Jednostruki mutant HheB2-T120A

Jednostruki mutant HheB2-C124Y

Jednostruki mutant HheB2H-125Q

Cetverostruki mutant HheB2-F361/T120A/C124Y/H125Q, ¢&ija struktura odgovara

o o~ wbhF

strukturi divljeg tipa HheB

Enzimi su pripravljeni metodom prekomjerne ekspresije u stanicama E. coli soj MC1601
(Slika 10). Rekombinantna DNA koja na sebi nosi gen za ekspresiju odredenog enzima
dobivena je modifikacijom plazmida (pBAD) u suradnji sa SveuciliStem elektronickih znanosti

i tehnologije, (Chengdu, Kina).

Restrikcijski
enzimi

Mjesto za ﬁ
kloniranje Ligaze Gen a Gen za
ekspresiju .
ﬁ rezistentnost
[ Gen za

—l —l HHDH
Plazmid quifikacija Rekombinantna
(pPBAD) plazmidnog vektora DNA

Transformacija
(elektroporacija)

Ampicilin
? Avrabinoza

e

Prekomjerna Nacijepljivanje na
eksparesija krutu podlogu
Escherichia coli
. soj MC1601
1zolacija
ezima
Liza o
Sirovi enzimski L
Supernatant — ekstrakt — Karaktenzacua
Stanice Stani¢ni ostatci

Slika 10. Priprava sirovog enzimskog ekstrakta
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pBAD posjeduje mjesto za kloniranje koje se uklanja restrikcijskim enzimima, te se na njega
pomocu ligaza vezu geni potrebni za ekspresiju Zeljenih proteina, kao i ostali geni potrebni za
ucinkovitu ekspresiju. Gen za rezistentnost na ampicilin omoguéuje bakterijama da prezive u
selektivnom mediju za rast, odnosno mediju koji u sebi sadrzi ampicilin kao selektor.
Promotorski gen (gen za arabinozu) potice ekspresiju zeljenih proteina. Nakon priprave,
rekombinantna DNA ubacena je u stanice E. coli soj MC1601 metodom elektroporacije. U
navedenoj metodi primjenom elektri¢nog polja povecava se propusnost stanicne membrane $to
omogucuje ubacivanje plazmida u stanice. Transformirane stanice zatim su nacijepljene na
krutu hranjivu podlogu s ampicilinom za selektivan rast. Nakon inkubacije nekoliko
bakterijskih kultura preneseno je u tekuéu hranjivu podlogu gdje slijedi prekomjerna
ekspresija. Stanice su potom odvojene od supernatanta centrifugiranjem i razbijene primjenom
ultrazvucne energije. Ponovnim centrifugiranjem sirovi enzimski ekstrakt odvojen je od

staniénih ostataka.

Enzimski ekstrakti svih pripravljenih enzima okarakterizirani su SDS-PAGE elektroforezom,
mjerenjem koncentracije 1 aktivnosti. Na Slici 11 prikazani su rezultati SDS-PAGE
elektroforeze gdje se vidi dobra ekspresija HHDH proteina ukupne molekulske mase izmedu
20 i 30 kDa. Odredene volumne i specifi¢ne aktivnosti te koncentracije prikazane su u Tablici
7, i kre¢u se u rasponu 4 — 53 U/mL i 1 — 18 U/mg, odnosno 2 — 3 mg/mL.

50
40

30

20

kDa

ak “saitew SN ekl e Lo

Slika 11. Rezultati SDS-PAGE elektroforeze
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Tablica 7. Aktivnost i koncentracija pripravljenih enzima.

Enzim Koncentracija (mg/mL) V.A. (U/mL) S.A. (U/mg)
HheB2 2,8 22 7,8
HheB2-F361/T120A/C124Y/H125Q 3 53 17,7
HheB2-F361 2,5 15 6,0
HheB2-T120A 2,3 28 12,2
HheB2-C124Y 3 4 1,3
HheB2-H125Q 2,6 16 6,1

3.3. Sinteza supstrata i standardnih spojeva

Supstrati, odnosno komercijalno nedostupni racemicni epoksidi potrebni za ispitivanje
biokataliti¢kih svojstava HHDH pripravljeni su dvjema metodama u rasponu iskoristenja od
17 — 95 %:

1. Epoksidacijom alkena peroksi kiselinama

2. Corey-Chaykovski epoksidacijom odgovaraju¢ih aldehida i ketona

Nakon priprave epoksida sintetizirani su svi racemi¢ni produkti biokataliti¢kih transformacija
koji su koristeni kao standardi za razvoj analitickih metoda. Racemi¢ni B-supstituirani alkoholi
pripravljeni su klasicnim Sn2 reakcijama otvaranja epoksidnog prstena uz odgovarajuéi
nukleofil u bazi¢nim uvjetima u iskori$tenjima od 15 do 69 %, dok su racemi¢ni oksazolidinoni
pripravljeni u dva koraka iz odgovarajuc¢ih azido alkohola u iskoriStenjima od 48 do 67%.
Postupci priprave svih spojeva opisani su u poglavljima 4.4. i 4.5. eksperimentalnog dijela.
Enantiomerno obogaceni epoksidi poznate apsolutne konfiguracije sintetizirani su reakcijama
asimetricnog otvaranja racemi¢nih epoksida uz Jacobsenov katalizator, te su koriSteni za

odredivanje apsolutne konfiguracije produkata enzimskih reakcija.

Pripravljeni supstrati i standardi koriSteni Su za razvijanje analitickih metoda (GC/HPLC)
kojima je pracena konverzija i enantiomerna Cistoca produkata enzimskih reakcija. Sve

razvijene metode prikazane su u poglavlju 4.6. eksperimentalnog dijela.
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3.4. Odredivanje enantioselektivnosti enzimskih reakcija

Enantiomerna ¢isto¢a produkata enzimskih reakcija, izraZzena kao enantiomerni visak (e.v.),
odredena je GC ili HPLC analizom na kolanama s kiralnom stacionarnom fazom, prema
razradenim metodama. Uvjeti separacije enantiomera prikazani su u Tablicama 20 — 21.
Enantiomerni visak produkta i neizreagiranog supstrata racunati su prema izrazima 13 i 14. E
vrijednost, odnosno parametar kojim se kvantificira i usporeduje enantioselektivnost enzimske

reakcije, ra¢unata je iz e.v.s i €.v.p prema izrazu 15.¢

E=hn[(1-evy)/(1+evs/ev,)]/In[Q1+evs)/(1+evs/ev,)]® (15)

3.5. Ispitivanje supstrata i utvrdivanje klju¢nih aminokiselina odgovornih

za enantioselektivnost enzima

Istrazivanja su zapoceta ispitivanjem aktivnosti i enantioselektivnosti enzima HheB2 na Cetiri
komercijalno dostupna epoksida 1.1 — 1.4 u prisutnosti azida kao nukleofila (Tablica 8). Niska
enantioselektivnost (E = 1 — 5) potvrdena je kod svih supstrata, $to je u skladu s do sada

objavljenim rezultatima katalize monosupstituiranih epoksida ovim enzimom,*°50:5253

Tablica 8. Kineticka rezolucija epoksida 1.1 — 1.4 katalizirana HheB2

O HHDH OH
“R * Nans pufer N R

Epoksid t (h) X (%)? ev.s(%)®  ev.p(%)° E  Konfig.t
ﬁ\@ 0,25 33,5 5 9 1 R
1.1

0 3 50,5 24 28 2 S
s
ﬁ\/ 4 51 29 37 3 R

0
1.3 N
4 79 50 52 5 S

o)
ﬁ/
2 konverzija odredena GC metodom, ° izradunato prema izrazima (14) i (15), ¢apsolutna konfiguracija reaktivnijeg
enantiomera epoksida
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Po uzoru na prve u literaturi opisane reakcije s HheB, svi pripravljeni enzimi ispitani su u
sintezi (R)-kloro-3-hidroksibutironitrila (4.5) iz epiklorhidrina (1.5) (Shema 31 (A)) i dikloro-
2-propanola (1.6) s NaCN kao nukleofilom.

0 HHDH OH
e
L\/Cl NaCN NC\/(L\/CI (A)
1.5 45

OH o OH
HHDH HHDH
a Ao | A ol | ——— NC a - ®
® NaCN ®
1.6 1.5 45

Shema 31. HHDH Kkatalizirana sinteza 4.5 iz epiklorhidrina (1.5) (A), sinteza 4.5 iz 1,3-
dikloro-2-propanola (1.6) (B)

Tablica 9. Sinteza (R)-kloro-3- Tablica 10. Sinteza (R)-kloro-3-
hidroksibutironitrila (4.5) iz 1.5 hidroksibutironitrila (4.5) iz 1.6

Enzim X (%)° e.V.p (%)° Enzim X (%)P e.V.p (%)°

HheB2 18 76 HheB2 80 99

F361 20 78 F36l1 90 99

T120A 27 90 T120A 75 99

Cl124Y 15 78 C124Y 77 99

H125Q 20 76 H125Q 81 99

HheB? 36 95 HheB? 91 99

& getverostruki mutant F361/T120A/C124Y/H125Q jednak divljem tipu HheB, b konverzija nakon 4 h odredena GC metodom,
¢izraCunato prema izrazima (14) i (15).

U reakciji 1.5 s NaCN najviSa konverzija i enantiomerni suviSak produkta 4.5 dobiveni su s
enzimom HheB (36 %, e.v.p = 95 %), dok su s divljim tipom HheB2 i mutanatima F361, C124Y
i H125Q dobivene nesto nize vrijednosti (e.v., = 76 — 78 %) (Shema 31 (A), Tablica 9).
Enantioselektivnost mutanta T120A (e.v., = 90 %) najsli¢nija je HheB, iz ¢ega se moze
zakljuciti da zamjena treonina alaninom na poloZaju 120 ima najveci utjecaj na selektivnost

enzima u ovoj reakciji.

Reakcija iz prokiralnog 1,3-dikloropropan-2-ola (1.6) daje produkt 4.5 u enantiomernom
suvisku ve¢em od 99 % sa svim enzimima (Tablica 10). Enzim ovdje katalizira dvije uzastopne
reakcije. U prvom koraku reakcije dolazi do selektivnog zatvaranja epoksidnog prstena pri

¢emu nastaje pretezito (R)-1.5. Enantiomerno obogaéeni (R)-1.5 zatim se prevodi u (R)-4.5 (e.v.
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>99 %, Shema 31 (B)), $to u konacnici dovodi do produkta (R)-4.5 vise enantiomerne Cistoce
i iskoristenja nego kod reakcije koja krece iz racemi¢nog 1.5. Ovi rezultati osim $to su potvrdili
reproducibilnost istrazivanja Nakamure i suradnika, bili su ohrabrujuéi i dali naznaku da bi

enzimi iz skupine B mogli enantioselektivno katalizirati reakcije i drugih supstrata.

Istrazivanja su nastavljena ispitivanjem svih Sest enzima na setu alifatskih epoksida gdje su
ukljuceni supstrati s razli¢itim brojem i veli¢inom supstituenata na Kiralnom centru 1.4, 1.7 —
1.13, te jedan bicikli¢ki epoksid 1.14 kao predstavnik 2,3-disupstituiranih epoksida. Od devet
testiranih supstrata enzimi nisu pokazali aktivnost prema dva (Tablica 11). Zakljuéeno je da
HHDH iz grupe B ne prihvac¢aju supstrate s dva duga alifatska lanca na kiralnom centru 1.12 i
neterminalne epokside poput 1.14. Dobiveni rezultati u skladu su s prethodnim istrazivanjima
gdje je pokazano da HheB2 ne Katalizira reakciju 1.14 s cijanidnim ionom.*® Reakcije
monosupstituiranin epoksida 1.4 — 1.9 odvijaju se velikom brzinom, uz visoku pB-
regioselektivnost te nisku do srednju enantioselektvnost (E = 1 — 52). E vrijednosti dobivene
koristenjem HheB 1 mutanta TI20A vece su u odnosu na vrijednosti dobivene s ostalim
enzimima, §to jo$ jednom ukazuje na doprinos ogranka 120 u selektivnosti enzima. Mutacije
na ograncima 36, 124 i 125 nisu pokazale znacajan utjecaj na enantioselektivnost enzima prema

ispitanim alifatskim supstratima 1.4, 1.7-1.14.

Uvodenje metilne skupine kao drugog supstituenta na kiralni centar (epoksid 1.10) dovodi do
znacajnog povecanja enantioselektivnosti za sve enzime, osim za T120A gdje je primijecen
neoCekivani pad. Utjecaj dodatne metilne skupine na enantioselektivnosti prethodno je
primije¢en i kod enzima HheC, koji je dobar katalizator upravo za rezoluciju 2-metil-
disubstituiranih epoksida.®® Za razliku od HheC, enzimi grupe B prihvaéaju 2-etil-
disupstituirani epoksid 1.11 (Slika 12). Kineticka rezolucija 1.11 katalizirana s HheB i HheB2-
T120A je visoko enantioselektivna (E > 200), §to otvara moguénosti priprave opticki ¢istih
tercijarnih alkohola koji na kiralnom centru imaju supstituent vec¢i od metila (Tablica 11).
Ostali enzimi s navedenim supstratom 1.11 daju samo tragove produkta. Divlji tip HheB2 u
reakciji sa spiroepoksidom 1.13 pokazuje enantioselektivnost (E = 38) usporedivu s
enantioselektivno$éu HheC (E = 34)¥, dok je u slu¢aju HheB ona znatno visa (E > 120), zbog

Cega se enzim istaknuo kao potencijalni katalizator za rezoluciju spiroepoksida.
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Tablica 11. Kineticka rezolucija alifatskih epoksida 1.4, 1.7 — 1.14 katalizirana HHDH

OH

[6)
A<1:2+ NaN, T:%» N3\)<§;
Epoksid Enzim t(hy X (%)? evs(%)P® evp(%)?® E  KonfS
HheB2 1 49 50 52
F36l 1 63 72 43 5
o T120A 1 61 99 54,5 16
o C124Y 1 40 38,5 60 6 S
H125Q 1 64 71 40 5
HheB* 1 63 99 55,5 17
HheB2 05 70 68,5 26,5 3
F36| 05 785 79 21 3
0 T120A 0,5 57,5 >99 65 33
P c124Y 0,5 59 65,5 45 5 S
H125Q 0,5 76 73 22 3
HheB® 05 62 >09 54 22
HheB2 2 12 11 79,5 10
F36| 2 21 20 80,5 11
a T120A 2 66 48 24,5 3
% C124Y 2 19 18 71 7 R
H125Q 2 19 15,5 72 7
HheB¢ 2 52 75 6,5 1
HheB2 3 21 12,5 88 18
F36| 3 17 10 87,5 17
0 T120A 3 55,5 99 84 59
ﬁ\< C124Y 3 17 135 95,5 40 >
H125Q 3 18 11 86 15
HheB¢ 3 56,5 96,5 84,5 48
HheB2 1 43,5 63,5 97,5 152
F36l 1 51,5 71 97,5 169
1%&\ T120A 1 41 36 73 9 o
' C124Y 3 44,5 58 94,5 64
H125Q 1 49,5 44 98 153
HheB* 1 51,5 66 97,5 157
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HheB2
F361
T120A
Cl12y

H125Q ] ] ] ] ]
HheB¢ 4 48 74,5 99  >200

HheB2
F361

H125Q - - - - -
HheB* - - - - -

4 4 2
HheB2 3 5,5 9 38

F36l
T120A
Cl124Y
H125Q
HheB*

46,5 80 90 47
46 80,5 92,5 64

4
4

4

4 46,5 83 94 84 3R.5R
4

4

O
O - - - - -
T120A /
1.12 _ _ _ - -
Cl124Y
ol 1
1.13

49 93 93 92
45 79,5 96 120

HheB2

F36l
o@ T120A ) ) ) ) ) |
1.14 Cl124Y

H125Q ) - ) ) -

HheB¢ - - - - -

2 konverzija odredena GC metodom, ? izradunato prema izrazima (13) i (14), ¢ apsolutna konfiguracija brze reagirajuéeg
epoksida, ¢ getverostruki mutant F361/T120A/C124Y/H125Q jednak je divljem tipu HheB

Nakon alifatskih epoksida za ispitivanje je odabran set aromatskih supstrata 1.15 — 1.21
(Tablica 12). Iz dobivenih rezultata zakljuceno je da enzimi ne prihvacaju epokside s orto-
susptituiranim aromatskim prstenom 1.15, §to se moze objasniti otezanim ulaskom i
smjestanjem stericki zahtjevne strukture u aktivno mjesto. Usporedbom monosupstituiranih
(1.16, 1.18, 1.20) i disupstituiranih (1.17, 1.19, 1.21) analoga ponovno je primije¢en porast
enantioselektivnosti uzrokovan dodatnom metilnom skupinom na kiralnom centru. Sli¢ne E
vrijednosti za ve¢inu ispitanih supstrata dobivene su s enzimima HheB2 i HheB2-F361 (Tablica

11 -12) iz ¢ega se moze zakljuciti da aminokiselina na poziciji 36 nema utjecaja na selektivnost
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enzima. Navedena mutacija nalazi se na samoj povrSini proteina pa je i njezin utjecaj na
selektivnost o¢ekivano manji u odnosu na druge mutacije koje se nalaze unutar aktivnog mjesta
(Slika 9). Ogranci 120 i 125 pokazali su najveéi utjecaj na enantioselektivnost (Tablica 11 —
12). Tako dobiveni rezultati potvrduju pretpostavku Watanabe i suradnika*’ da su A120 i Q125,
¢iji se boc¢ni lanci nalaze u blizini katalitickih aminokiselina, odgovorni za veéu
enantioselektivnost HheB u odnosu na HheB2. 1z Tablice 11 vidljivo je da divlji tip HheB i
mutant HheB2-T120A pokazuju sli¢nu selektivnost prema alifatskim epoksidima 1.4 — 1.9 i
1.11, dok u slu¢aju aromatskih supstrata 1.16 — 1.21 najsli¢niju enantioselektivnost HheB
pokazuje mutant HheB2-H125Q (Tablica 12). Stereopreferencija enzima ovisi 0 samoj
strukturi supstrata zbog ¢ega ne moze biti jednozna¢no odredena. HHDH grupe B uglavhom
su (R)-selektivni (Tablice 11 — 13), dok je (S)-selektivnost primije¢ena samo na tri
monosupstituirana alifatska epoksida 1.4, 1.7, 1.9 (Tablica 11) i jednom monosupstituiranom
aromatskom epoksidu 1.16 (Tablica 12).

Tablica 12. Kineticka rezolucija aromatskih epoksida 1.15-1.21 katalizirana HHDH

O R, \ N, HHDH . OHRl
AN ’ pufer 3 X
| &, | R
- F
Epoksid Enzim t(h) X (%) ev.s(%)P® ev,p(%)P E Konf.¢
HheB2 ) ) ) ) )
F36I ) ) ) ) )
O - - - - -
T120A /
L1 C124Y - - - - -
F5C - - - - -
H125Q
HheBd - - - - -
HheB2 2 68 73 81 21
F36l 2 65 92,5 65 15
0
cr. T120A 2 64,5 82 55,5 9
3 S
L16 C124Y 2 50 45 70 9
H125Q 2 59 96 71 22
HheB¢Y 2 63 84,5 71 15
0 HheB2 - ) ) ) )
CF - - - -
.17 > F36l - R
T120A - ) ) ) )
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C124Y -
H125Q 3 60 14,5 98 114
HheB! 3 53 12 98 111
HheB2 2 56,5 69 94 67
5 F36l 2 61,5 85 87 39
li\@ T120A 3 61 75,5 93,5 68 o
C124Y 3 45 16 80,5 11
e H125Q 1 58,5 95 87 53
HheB¢ 2 53 93 79 29
HheB2 3 46 13 99 >200
5 F36l 3 50,5 28 99 >200
T120A 3 52 29 99 >200
P C124Y 3 42 5,5 >99 >200 R
s H125Q 3 53 33,5 99 >200
HheB¢ 3 62 64,5 99 >200
HheB2 2 53,5 28 63,5 6
N F36l 2 71 47,5 48,5 5
-~ T120A 3 61 66,5 63 9 o
., craay 3 56 1 39,5 2
H125Q 1 73 75 52 7
HheB¢ 2 67,5 59,5 39 4
HheB2 3 28 14,5 >99 >200
o F36l 3 24 29 >99 >200
T120A 3 38 37,5 >99 >200
v . Claay 3 12 7 >99 500 T
H125Q 3 40 33 >99 >200
HheB¢ 3 41 49,5 >99 >200

2 konverzija odredena GC metodom, ? izradunato prema izrazima (13) i (14), ¢ apsolutna konfiguracija brze reagirajuéeg

enantiomera epoksida, ¢ detverostruki mutant F36I/T120A/C124Y/H125Q jednak je divljem tipu HheB

U posljednjoj seriji supstrata ukljuceni su derivati 2-benziloksirana (1.1) s razli¢itom veli¢inom

drugog supstituenta (Tablica 13). Dok se monosupstituirani epoksid 1.1 prevodi u racemiéni

produkt s gotovo svim enzimima, uvodenje metilne ili etilne skupine u supstratima 1.22 i 1.23

dovodi do znacajnog povecanja enantioselektivnosti (E > 200) (Tablica 13).
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Tablica 13. Kineticka rezolucija derivata benziloksirana 1.1, 1.22-1.24 katalizirana HHDH

HHDH

OH

Epoksid Enzim t(h) X(%)? evs(%)P® ev,(%)° E Konf.
HheB2 025 339 5 9 1
F36l 0,25 60,5 11 7 1
ﬁ\/O T120A 025 67 98 455 11
11 C124Y 025 33 7,5 17 2 R
H125Q 025 46 5 6 1
HheB® 025 55 81 66,5 12
HheB2 1 47 80,5 99 >200
F361 1 51 98 99 >200
&</© T120A 1 45 49 70 9 -
122 C124Y 1 42 65 99 >200
H125Q 1 51 95,5 99 >200
HheB* 025 35 55 99 >200
HheB2 2 29 27,5 >99 >200
F36l 2 39 50 >99 >200
&c© T120A 2 59 90 >99 >200
123 Cl24Y 2 43 60 >99 >200 i
H125Q 2 55 91 >99 >200
HheB* 1 60 85,5 >99 >200
HheB2 1 52 99 99 >200
F361 025 49 93,5 96,5 196
é@@ T120A 025 47 85 96 133 o
Cl24Y 1 49 92 98,5 >200
H125Q 025 46 83 97 172
HheB* 025 45 81 94 103

2 konverzija odredena GC metodom, P izradunato prema izrazima (14) i (15), ¢ apsolutna konfiguracija brze reagirajuéeg
enantiomera epoksida, ¢ detverostruki mutant F36I/T120A/C124Y/H125Q jednak je divljem tipu HheB

Bicikli¢ka spiro struktura 1.24 prihvacena je u aktivnom mjestu enzima B grupe, $to nije slucaj

kod HheC. Zbog relativno uskog aktivnog mjesta HheC moze prihvatiti samo 2-metil-

disupstituirane epokside poput 1.10, dok rezolucija epoksida s ve¢im supstituentima 1.11 —
1.12, 1.22 — 1.23 nije moguca (Slika 12 — 13).
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Sli¢no kao u reakcijama metil-supstituiranog alifatskog epoksida 1.10 s mutantom T120A
(Tablica 11) i ovdje je primije¢en neocekivani pad enantioselektivnosti za reakciju s metil-
supstituiranim benziloksiranom 1.22 (Tablica 13). Rezultati dobiveni na derivatima
benziloksirana 1.22 — 1.24 pokazuju pravu vrijednosti enzima B grupe HHDH i efikasnost u
rezoluciji epoksida koji na kiralnom centru imaju veée supstituente, ¢cime omogucavaju sintezu

vecih tercijarnih alkohola.

45 50 —
S 40 E>100 o9 - E=098
~ 35 40 E>200
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Slika 12. Kineticka rezolucija 1.10 — 1.12 Slika 13. Kineticka rezolucija 1.22 — 1.24
katalizirana s HheB i HheC katalizirana s HheB i HheC

Medu testiranim enzimima HheB ima najviSu enantioselektivnost, prihvaca veci broj supstrata
(2.11 1 1.17) u odnosu na druge ispitane enzime, te pokazuje vrlo visoku aktivnost prema
derivatima benziloksirana 1.22 — 1.24. 1z Slike 14 moze se vidjeti da je aktivnost HheB prema
1.1 i njegovim derivatima usporediva s aktivnosti enzima prema malim alifatskim epoksidima
1.4i1.7.
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Slika 14. Aktivnost HheB prikazane prema odabranim epoksidima
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3.6. Molekulsko modeliranje

Eksperimentalna analiza nadopunjena je racunalnim simulacijama pomoc¢u Kkojih je
identificiran precizan naéin vezanja molekula u aktivno mjesto enzima. Takoder, dan je
detaljan reakcijski mehanizam prevodenja molekula epoksida do kona¢nih alkoholnih

supstratima 1.22 — 1.24 ukljucujuc¢i i monosupstituirani analog 1.1.

Glavni preduvjet enzimske reakcije je vezanje molekule supstrata u aktivno mjesto, te stvaranje
kompleksa enzim-supstrat. Energije vezanja (AGginp) Oba enantiomera supstrata (S) i produkta
(P), prikazane su u Tablici 14. Sli¢ne vrijednosti dobivene za oba enantiomera svih supstrata
(R)i(S)-1.1, (R) 1 (S)-1.22, (R) i (S)-1.23'i (R) i (S)-1.24) upucuju na povoljno vezanje svih
reaktanata, medutim, ne pokazuju trend kojim bi se mogle interpretirati eksperimentalno
dobivene E-vrijednosti. Rezolucija 1.22 — 1.24 izrazito je selektivna (E > 200), dok se u reakciji
s 1.1 dobiva racemi¢ni produkt (Tablica 13).

Tablica 14. Energije aktivacije (AGY), slobodna energija (AGr) i energija vezanja oba
enantiomera epoksida 1.1, 1.22 — 1.24 (AGginp-S) i azidoalkohola 2.1, 2.22 — 2.24 (AGginD-

P) u aktivnom mjestu HheB

Supstrat AGginD AG? AGr
S P

(R)-1.1 -11,4 -16,1 14,4 -28,1
(5)-1.1 -11,1 -13,2 14,4 21,1
(R)-1.22 -11,5 -11,6 10,3 -34,5
(5)-1.22 -11,2 -12,0 19,1 -24,1
(R)-1.23 -11,3 -13,7 8,4 -20,9
(S)-1.23 -11,8 -12,0 21,9 -14,4
(R)-1.24 -12,3 -16,6 15,6 -22,0
(S)-1.24 -11,0 -17,2 19,6 -19,6

Primijecen je veci afinitet vezanja produkata u odnosu na afinitet vezanja reaktanta (AGginp-
P > AGginp-S) iz Cega bi se dalo zakljuéiti da produkti teze izlaze iz aktivnog mjesta, odnosno
da dolazi do inhibicije enzima. Medutim, inhibicija enzima produktom 2.1 u rasponu
koncentracija od 0 do 7 mM nije potvrdena eksperimentalno (Slika 15). Ve¢i afiniteti vezanja
azido alkohola (AGeino-P > AGeinp-S) mogu se objasniti otvaranjem rigidne strukture
epoksida u fleksibilniju strukturu azido alkohola koja se bolje smjesta u aktivnom mjestu.

Slobodne energije reakcije (AGr) krecu se u rasponu od -14,4 do -34,5 kcal/mol i dovoljno su
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egzergone da kompenziraju energiju vezanja produkata te njihovo otpustanje iz aktivnog

mjesta.
8
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Slika 15. Graficki prikaz ovisnost specifi¢ne aktivnosti HheB2 o koncentraciji 2.22

Da bi doslo do enzimske reakcije, osim vezanja u aktivno mjesto supstrat mora biti smjesten u
orijentaciji koja je optimalna za reakciju, sto u slucaju ve¢ine bimolekularnih reakcija znaci da
dva supstrata moraju posti¢i povoljnu medusobnu orijentaciju da bi doslo do prijelaznog stanja.
Molekulsko uklapanje (engl. docking) oba enantiomera supstrata u aktivno mjesto HheB
prikazano je na Slici 16. Svi (R)-enantiomeri smjeSteni su na nacin koji omogucéava stvaranje
vodikove veze izmedu kisika epoksida i katalitickih ogranaka Y131 i S118 (Shema 16A).
Produktivno vezanje (S)-enantiomera primijeceno je samo kod (S)-1.1 (Shema 16B). Dobiveni
rezultati u skladu su s eksperimentalnim rezultatima (Tablica 13) gdje reakcije s 1.22 — 1.24
pokazuju visoku (R)-selektivnost, dok se u reakciji s 1.1 dobiva racemiéni produkt zbog

moguceg vezanja oba enantiomera epoksida u aktivnom mjestu enzima (Slika 16).

tv—‘

(4)

Tyr131

% 7 ser118

Slika 16. Vezanje supstrata u aktivnhom mjestu HheB. (A) Povoljno vezanje (R)-1.1, (R)-1.22
— (R)-1.24, (B) Nepovoljno vezanje (S)-1.22 — (S)-1.24 i povoljno vezanje (S)-1.1
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Mehanizam reakcije otvaranja epoksidnog prstena u aktivnom mjestu HheB uz NaNs kao
nukleofil prikazan je na Shemi 32. U prvom koraku OH skupine bo¢nih lanaca tirozina 131 i
serina 118 tvore vodikove veze s kisikom epoksida te dolazi do njegovog smjestanja u aktivno
mjesto enzima. U prijelaznom stanju azidni ion se priblizava C(3) atomu epoksida pri ¢emu
dolazi do izduzivanja C(B)-O veze. Arginin 135 koji se nalazi u blizini tirozina 131 stabilizira
nastali fenoksid preko vodikove veze N-H--O". Donacijom protona na kisik nastaje neutralna
molekula azido alkohola.

[ REAKTANTI ] [PRIJELAZNO STANJE ] [ PRODUKTI ]
Ty”‘“ Ser118 Ty”31 Ser118 Ty”31 Ser118
/,o\|_I H/o ey H’O 0o H’O
@ H oH  H_ ®H  Tu
N \o/ > N é\o/ > N \O/
| R | \_R | R
Arg135 Arg135 ! Arg135
/ N
N3- N,’ 3
3 2.1,2.22-2.24
1.1,1.22-1.24

Shema 32. PredloZeni mehanizam reakcije otvaranja epoksida uz azidni ion kao nukleofil u

aktivnom mjestu HheB

Energije aktivacija (AG*) znatno se razlikuju za (R)- i (S)-enantiomer u svim reakcijama, osim
za reakciju s 1.1 gdje je i eksperimentalno dokazano dobivanje gotovo racemi¢nog produkta
(Tablica 14). Energije aktivacija za oba enantiomera 1.1 iznose 14,4 kcal/mol $to je u skladu s
njihovim produktivnim vezanjem u aktivhom mjestu (Slika 16). Vrijednost od 14,4 kcal/mol
ujedno je i najniza energija aktivacije izraCunata za (S)-enantiomer (Tablica 14). Energija
aktivacije u reakciji s 1.24 razlikuje se za 4 kcal/mol u korist (R)-enantiomera, dok je za
supstrate 1.22 i 1.23 razlika medu enantiomerima veca, 8.8 kcal/mol i 13.5 kcal/mol. Sto je
veca razlika u energiji aktivacije medu enantiomera to je enantioselektivnost HheB veca: E
vrijednost 1.22 =~ 1.23 > 1.24 > 1.1 (Tablica 13). Smanjenjem razlike u energiji aktivacije
izmedu enantiomera smanjuje se i enantioselektivnost enzima, $to je primijeceno kod reakcija
metil-supstituiranih epoksida 1.11 i 1.22 kataliziranim s HheB2-T120A (Tablice 11 i 13). Kod
kineticke rezolucije 1.22 primijecen je porast aktivacijske energije za (R)-1.22 s 10.3 kcal/mol
(HheB) na 16.2 kcal/mol (HheB2-T120A), dok je aktivacijska energija za (S)-1.22 ostala

nepromijenjena (19.1 kcal/mol).
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Tablica 15. Ukupne energije vezanja (R)-1.1 i (R)-1.22 — 1.24 (AGeino (R) / kcal/mol)

podijeljene na doprinose pojedinih aminokiselina HheB

(R)-1.1 (R)-1.22 (R)-1.23 (R)-1.24
H162 -1.79 Y169 -1.78 Y169 -2.05 Y131 -2.40
G161 -1.79 S118 -1.73 S118  -1.41 S118 -1.76
Y169 -1.49 Y131 -1.42 Y131 -1.36 Y169 -1.69
T164 -1.33 H162 -0.95 H162 -1.19 H162 -1.00
Y131 -0.83 A120 -0.65 G125 -0.72 R135 -0.89

Tablica 16. Ukupne energije vezanja (S)-1.1 i (S)-1.22 — 1.24 (AGeino (R) / kcal/mol)

podijeljene na doprinose pojedinih aminokiselina HheB

(S)-1.1 (S)-1.22 (S)-1.23 (S)-1.24
G161 -2.33 H162 -1.82 Y131 -1.84 Y131 -1.91
H162 -1.35 T164 -1.76 H162 -1.75 Y169 -1.47
Y169 -1.13 Y169 -1.55 Y169  -1.69 S118  -1.35
T164 -1.04 G161 -1.22 G125 -1.13 G125  -0.92
Y131 -0.97 W163 -0.72 F170  -0.69 H162  -0.79

Ukupne energije vezanja podijeljene su na doprinose pojedina¢nih aminokiselina HheB kako
bi se odredilo koja od njih najviSe doprinosi selektivnosti. Osim za kataliti¢ku trijadu (S118,
Y131iR135) uocen je bitan doprinos tirozina na poziciji 169 i histidina na poziciji 162 (Tablica
15). —CH>— skupina epoksida tvori odgovaraju¢e C-H= interakcije s fenlinim bo¢nim lancem
Y169, pri cemu alkilne skupine poput metila i etila doprinose navedenim interakcijama. 1z
Tablice 15 je vidljivo da Y169 ima veéi doprinos za vezanje (R)-1.22 i (R)-1.23 koji posjeduju
dodatnu metilnu i etilnu skupinu (-1,78 i -2,05 kcal/mol) u odnosu na znatno manji doprinos
za vezanje (R)-1.1 i nefleksibilne ciklicke strukture kod (R)-1.24 (-1,39 i -1,53 kcal/mol).
Histidin na poziciji 162 znatno doprinosi vezanju (S)-1.22 i (S)-1.23 (Tablica 16). Na Slici 17.
(A) i (B) prikazan je polozaj i konformacijske promjene Y169 i H162 prilikom vezanja (R)-
1.22i (S)-1.22.
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Slika 17. (A) Prikaz vaznosti polozaja Y169 za vezanje (R)-1.22, (B) Prikaz vaznosti
polozaja H162 za vezanje (S)-1.22

Racunalna analiza pokazala je da ne postoji korelacija izmedu afiniteta vezanja epoksida, azido
alkohola i enantioselektivnosti enzimske reakcije. S druge strane, izracunati kineticki i
termodinamicki parametri reakcije koja se odvija unutar aktivnog mjesta, jasno objaSnjavaju
povecanu enantioselektivnost HheB prema disupstituiranim epoksidima 1.22 — 1.24 u odnosu

na njihov nesupstituirani analog 1.1.

3.7. Ispitivanje nukleofila

Aktivno mjesto HHDH osim mjesta za vezanje supstrata posjeduje i dZzep za vezanje nukleofila.
Strukture veznog mjesta nukleofila enzima HheB i HheC vrlo su sli¢ne. Od ranije je poznato
da enzim HheC ima mogucnost prihvacanja neprirodnih nukleofila poput azida, cijanida,
cijanat, tiocijanata, nitrita i formijata.>® Do danas je za HheB poznato da prihva¢a samo azidni
i cijanidni ion kao nukleofile. S ciljem prosirivanja katalitickog djelovanja B grupe HHDH
ispitano je sedam razli¢itih nukleofila (NaNs, NaNO;, NaCN, NaOCN, NaSCN, NaNOs,
NaCOOH) u reakcijama kataliziranim HheB2. Reakcija otvaranja epoksida 1.1 odabrana je kao
modelna reakcija za ispitivanje nukleofila, zbog visoke kemijske stabilnosti 1.1, te visoke
aktivnosti koju je HheB2 pokazao u azidolizi 1.1 (Shema 33). Od sedam testiranih nukleofila,
HheB2 prihvac¢a pet: NaNs3, NaNO2, NaCN, NaOCN, NaSCN, dok u reakcijama s NaNOs3 i
NaCOOH nije primije¢en nastanak produkata. U reakcijama kineticke rezolucije s nitritnim
ionom uz nitroalkohol 7.1 kao produkt nastaje i odgovarajuci diol 8.1 napadom Kisika na
epoksidni prsten. Reakcije s cijanidom i cijanatom daju odgovarajuci cijano alkohol 4.1,
odnosno oksazolidinon 5.1, dok u reakciji s NaSCN nastaje nestabilni B-hidroksi tiocijanat 6.1

koji spontano prelazi u odgovarajudi tiiran 9.1.

Unato¢ niskoj enantioselektivnosti (E = 1 — 2) enzim u svim reakcijama preferira (R)-

enantiomer iz ¢ega se moze zakljuciti da je smjer stereoselektivnosti neovisan o nukleofilu. S
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druge strane, enzimska aktivnost ovisna je o nukleofilu (Slika 18). Reakcije su najbrze uz

azidni ion, a najsporije uz cijanidni ion. Enzim je u svim reakcijama pokazao izrazito visoku
[-regioselektivnost.
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NaNO, OH OH
OzN\)\/Ph + HO\)\/Ph
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NaNO, OH
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NaCOOH OH
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Shema 33. Ispitani nukleofili i produkti nastali u reakciji 1.1 kataliziranoj enzimom HheB2
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Slika 18. Krivulje tijeka reakcije otvaranja 1.1 s razli¢itim nukleofilima
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3.8. Kineticka ispitivanja

U svrhu odredivanja afinitet HheB2 prema nukleofilima, metodom pocetnih reakcijskih brzina
procijenjeni su parametri MM Kkinetike (Vm, Km 1 Ki) na modelnoj reakciji otvaranja epoksida
1.1 (Shema 33). Na Slici 19 prikazana je ovisnost specifi¢ne aktivnosti enzima o koncentraciji
nukleofila. Toc¢ke na grafovima prikazuju eksperimentalno dobivene rezultate, a linija rezultate
dobivene modelom. Valjanost odabranog MM modela potvrdena je dobrim slaganjem
eksperimentalnih rezultata i dobivene simulacije. 1z grafickih prikaza ovisnosti specificne
aktivnosti HheB2 o koncentraciji nukleofila vidljivo je da azidni ion ne uzrokuje inhibiciju
enzima pri koncentracijama do 100 mM (Slika 19 (A)), dok ostali ioni uzrokuju inhibiciju pri
koncentracijama ve¢im od 10 mM (Slika 19 (B-E)).

Procijenjeni parametri MM Kkinetike prikazani su u Tablici 17. Konstanta inhibicije (Ki) za
azidni nukleofil nije procijenjena jer nema inhibicije, dok se za ostale nukleofile krece se u
rasponu od 2 do 52 mM. Najmanja Kn vrijednost dobivena ja za cijanid (0,98 mM), $to znaci
da enzim ima najveci afinitet prema navedenom nukleofilu. Afinitet HheB2 prema ostalim
nukleofilima smanjuje se redom: azid (2,51 mM), cijanat (2,54 mM), tiocijanat (13,23 mM) i
nitrit (32,75 mM). Najve¢a maksimalna brzina reakcije (Vm) procijenjena je za nitrit, a najniza
je za cijanat. Prema procijenjenim konstantama inhibicije moze se zakljuciti da je utjecaj
inhibicije najznacajniji za nitritni ion jer je konstanta inhibicije najniza, dok je u slucaju cijanata
relativno slaba na $to upucuje visoka vrijednost procijenjene konstante inhibicije u reaktoru
(Tablica 17). Primjerice, u slu¢aju odabira vece koncentracije epoksida kao supstrata, nukleofil
koji je jaki inhibitor enzimske aktivnosti, potrebno je dodavati pomo¢u pumpe u reaktor kako
bi se koncentracija odrzala na odgovarajucoj vrijednosti koja osigurava maksimalnu aktivnost

enzima.

56



Rezultati i rasprava

(A) 30
25 i ° ¢
[ ]
g’ 20 ¢
5
Z 15
< ®
w5 10
5
0@
0 50 100
¢ (NaN;) / mM
35
3 ° e
g} 25 ° Ld
5 2 [ ) [ )
~~
2 15
< /S
w1
0,5
0e
0 20 40
¢ (NaOCN) / mM
4
35
3| o®
(@)]
E25
)
Z 2
<15
[9p)
1 ®
0,5
0e
0

60

20

(B) 12
10
d e
(@)
E° .
)
— 6 j|
<
w4 o —o
2
[
0e
0 20 40 60
¢ (NaNO,) / mM
3
®
25 e
> o
E "¢
e
2159
<
o 1 e
0,5
0e
0 20 40 60
¢ (NaCN) / mM
)
e
Model
® Eksperiment
40 60

¢ (NaSCN) / mM

Slika 19. MM krivulja — graficki prikaz ovisnosti specifi¢ne aktivnosti HheB2 o koncentraciji
nukleofila (NaNs, NaNOz, NaOCN, NaCN, NaSCN)
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Tablica 17. Procijenjeni parametri MM Kinetike

Nukleofil Vm/ U/mg Km / mM Ki/ mM
NaNs 28,93 2,51 -
NaNO> 84,46 32,75 2,22
NaCN 3,98 0,98 18,91
NaOCN 4,54 2,54 52,50
NaSCN 10,68 13,23 13,09

3.9. Enzimske reakcije na preparativnoj skali

Da bi pokazali sintetsku primjenu ovih enzima, neke od reakcija provedene su na preparativnoj
skali. Za to su odabrani supstrati 1.22 — 124 kod kojih je enzimska aktivnost i
enantioselektivnost bila najvisa, te enzimi koji su pokazali najbolja biokataliticka svojstva
(HheB i HheB2) (Shema 34). Od pet nukleofila za koje je dokazano da su prihvaéeni u
aktivnom mjestu, azid i cijanat odabrani su za reakcije na preparativnoj skali. Azidni ioni ne
uzrokuju inhibiciju pri koncentracijama do 100 mM, reakcije su izrazito brze i selektivne, dok
cijanat uzrokuje najmanju inhibiciju enzima pri pove¢anim koncentracijama (Slika 1, Tablica
17). Preostala tri nukleofila (NaCN, NaSCN i NaNO>) uzrokuju znacajnu inhibiciju enzima pri
povecanim koncentracijama. Osim inhibicije nukleofilom, pretpostavka je da dolazi i do
inhibicije produktom $to dovodi do niskih konverzija. To se najviSe odnosi na reakcije s
cijanidom. Produkti koji nastaju u reakciji s tiocijanatom su nestabilni, zbog ¢ega se u
navedenim reakcijama dobiva smjesa produkata, uz odgovaraju¢i tiocijanat alkohol nastaje i
tiiran. U reakcijama s nitritom, takoder nastaje smjesa dva produkta. Sve navedeno uzrokuje
niska reakcijska iskoristenja zbog ¢ega cijanid, tiocijanat i nitrit nisu odabrani za ispitivanja na

preparativnoj skali.

Enzimske reakcije provedene su na skali od 1 mmol kako je opisano u poglavlju 4.8.
eksperimentalnog dijela. Azidolizom epoksida 1.22 — 1.24 pripravljeni su odgovaraju¢i (R)-
azido-alkoholi 2.22 — 2.24. visoke enantiomerne ¢istoce od 94 —99 % e.v., a iskoristenja nakon
kromatografskog ciS¢enja iznosila su 37 — 44 %. Kinetickom rezolucijom 1.22 s natrij
cijanatom sintetiziran je odgovaraju¢i oksazolidinon (R)-5.22 u enantiomernom suvisku od 94
% e.v. i iskoriStenju od 41 %. Ostali supstrati 1.23 i 1.24 s cijanatom nisu dali produkte niti u
tragovima. Neki supstrati, unato¢ tome Sto reagiraju s azidom, ne reagiraju s cijanatnim ionima.
Sli¢no ponasanje primijeceno je i u reakcijama s HheC, kada su koriSteni epoksidi supstituirani

ve¢im grupama. (69)
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Shema 34. Sinteza enantiomerno obogacenih azido-alkohola i oksazolidinona katalizirana
HheB/HheB2 enzimima
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4. EKSPERIMENTALNI DIO

4.1. Metode

Spektri nuklearne magnetske rezonancije snimljeni su na instrumentu Bruker AV 300 ili 600
(*Hna 300 ili 600 MHz, $3C na 75 ili 151 MHz). Spektri su snimljeni u CDCls, kemijski pomaci
() 1zrazeni su u ppm prema tetrametilsilanu (TMS, 6 = 0,00 ppm) kao unutarnjem standardu,
a konstante sprezanja (J) u Hz. Signali su oznaceni kao s = singlet, d = dublet, dd = dublet
dubleta, t = triplet, g = kvartet i m = multiplet. Maseni spektri visoke rezolucije (HRMS)
snimljeni su na instrumentu 4800 Plus MALDI TOF/TOF, Applied Biosystems.

Tankoslojna kromatografija (TLC) radena je na komercijalno dostupnim aluminijskim
plo¢icama silikagela, 0,25 mm TLC-Silica gel 60 F2s4 (Merck). Spojevi su detektirani pomocu
UV lampe pri 254 nm ili su bojani fosfomolibdatnim reagensom. Za kromatografsko ¢is¢enje
produkata koristene su kolone punjene silikagelom (veli¢ina &estica 60A, Sigma-Aldrich).
Plinska kromatografija (GC) radena je na instrumentima Agilent 8860 1 7820A s plameno-
ionizacijskim detektorom i dusikom kao plinom nosiocem. Temperatura injektora iznosila je
250 °C, a temperatura detektora 300 °C. Visokodjelotvorna tekuc¢inska kromatografija (HPLC)
provedena je na instrumentu Agilent 1260 Infinity 1l s UV detektorom. Kao mobilna faza
koriStena je smjesa 2-PrOH/n-heksana u razli¢itim omjerima. Za mjerenje koncentracije i
aktivnosti enzima koristio se instrument UV-VIS spektar, Shimadzu UV-1280. Optiko
skretanje mjereno je na automatskom polarimetru AA-10, Optical Activity.

Hranjive podloge pripremale su se koriStenjem procis¢ene vode pomocu uredaja Millipore
(Bedford, MA) Milli-Q. Posude i hranjive podloge za pripremu enzima sterilizirane su na
uredaju niive steamArt, OT 90L.

4.2. Materijali

Popis komercijalno dostupnih koristenih kemikalija:

Sigma-Aldrich: (2,3-epoksipropil)benzen, stiren oksid, alil glicidil eter, 1,2-epoksibutan,
epiklorhidrin, 1,3-dikloro-2-propanol, 1,2-epoksiheksan, cikloheksen oksid,
trimetilsulfoksonium jodid, trimetilsulfonium jodid, KOtBu, NaH (60 %-tna disiperzija u
mineralnom  ulju),  azidotrimetilsilan, (R,R)-N,N-bis(3,5-di-tertbutilsaliciliden)-1,2-
cikloheksandiaminokrom-(I11), BSA, Sorbitol, Tris (Trizma®).
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Alfa Aesar: 3,3-Dimetil-1,2-epoksibutan, 4-klorostiren oksid, 2-metil-3-fenil propen, 2-
tetralon, NaN3 NH4CI.

AK Scientific: 2'-trifluorometilacetofenon, 3'-trifluorometilacetofenon, 4'-

trifluorometilacetofenon,  2-trifluorometilbenzaldehid,  3-trifluorometil-benzaldehid, 4'-
kloroacetofenon.

Carl Roth: L-Arabinoza, natrijeva sol ampicillina, B-merkaptoetanol, glicerol, EDTA, SDS,
APS, BPB, TEMED, 30 % otopina akrilamida.

Difco: Bakto-tripton, hranjiva podloga (BD, LB Broth, Miller Lauria-Bertaini), agar (BD,
Bacto™ Agar).

Kemika: NaCN, octena kiselina.

Roche: proteazni inhibitor (cOmplete Tablets, EDTA-free).

ThermoScientific: marker za elektroforezu PageRuler Unstained Protein Ladder.

4.3. Priprava i karakterizacija enzima

4.3.1. Priprava enzima
4.3.1.1. Uzgoj kulture transformiranih ultrakompetentnih stanica XL10-Gold®

Na krutu LB podlogu s ampicilinom nacijepljene su XL10-Gold stanice sa Zeljenim plazmidom
te su inkubirane preko no¢i pri 37 °C. Idu¢i dan po jedna kolonija prenesena je mikrobioloSkom
usicom u sterilnu tubu (10 mL) za uzgoj u kojoj se nalazi 5 mL tekuce LB hranjive podloge i
5 pL ampicilina. Mala kultura inkubirana je preko no¢i pri 37 °C i 250 okr/min (Thermo

Scientific, MaxQ 4450). Cijeli postupak proveden je u sterilnim uvjetima uz plamenik.
4.3.1.2. Izolacija plazmida pomo¢u kompleta za izolaciju plazmidne DNA

Plazmidni vektori izolirani su pomo¢u kompleta za izolaciju plazmidne DNA (Thermo
scientific; GeneJET Plasmid Miniprep Kit) prema uputama proizvodaca za high-copy

plazmide.

1. U vialicu od 2 mL dodano je 2 mL male kulture i centrifugirano je 2 min pri 8000 g i 25 °C
(Thermo Scientific, SL 8R Centrifuge).

2. Nadtalog je bacen, a talog je resuspendiran s tipsom u 250 uL otopine za resuspenziju.

3. U otopinu je dodano 250 pL otopine za lizu i resuspendirano.

4. U otopinu je dodano 350 pL otopine za neutralizaciju i resuspendirano.
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5. Otopina je centrifugirana 5 minuta pri 12000-13000 g i 25 °C.

6. Supernatant je prebacen u vialicu s filterom i otopina je centrifugirana 1 min pri 12000-
13000 g i 25 °C.

7. Dio otopine zadrzan na filteru opran je s 500 pL otopine za pranje i centrifugiran 1 min pri
12000-13000 g i 25 °C. Postupak je ponovljen dva puta.

8. Filter je prebacen u vialicu od 1,5 mL i dodano je 50 pL sterilne vode. Vialica je inkubirana
2 min i centrifugirana 2 min pri 12000-13000 g i 25 °C. Plazmid je pohranjen u vialici i

¢uvan pri -20 °C.
4.3.1.3. Priprema elektrokomponentnih stanica MC1061

Prvi dan — Stanice E. coli soj MC1061 nacijepljene su na krutu LB podlogu i inkubirane preko

no¢i pri 37 °C. Postupak je proveden u sterilnim uvjetima uz plamenik.

Drugi_dan — U sterilnu tubu za uzgoj (10 mL) pipetirano je 5 mL tekué¢e LB podloge,
mikrobioloskom uSicom dodana je jedna kolonija s krute LB podloge, te je inkubirano preko

no¢i pri 37 °C i 250 okr/min. Postupak je proveden u sterilnim uvjetima uz plamenik.

Tre¢i dan — U Erlenmeyerovu tikvicu od 2 L dodano je 200 mL tekuc¢e LB podloge, 450 uL
glukoze (w/v = 0,5 %) i 4 mL svjeze prekono¢ne bakterijske kulture. Postupak je proveden u
sterilnim uvjetima uz plamenik. Kultura je inkubirana je pri 37 °C i 250 okr/min sve dok
opticka gustoca stanica pri A = 600 nm nije dosegla vrijednost apsorbancije od =~ 0,3 — 0,4.
Bakterijska kultura podijeljena je u Falcon epruvete, stavljena 20 minuta na led, te
centrifugirana 30 min pri 4000 g i 4 °C. Nadtalog je odekantiran, a stanice oprane redom s: 45
mL, 37,5 mL, 25 mL i 12,5 mL hladne sterilne vode. Izmedu svakog pranja centrifugirane su
30 min pri 4000 g i 4 °C. Stanice su zatim resuspendirane u ukupnom volumenu od 20 mL
hladnog sterilnog glicerola (v/v = 10 %) i centrifugirane 30 min pri 4000 g i 4 °C. Nadtalog je
odekantiran, a stanice su ponovno resuspendirane u 2 mL sterilnog glicerola. Po 50 pL stanica
otpipetirano je u sterilne vialice od 0,5 mL. Zamrznute su na suhom ledu i pohranjene na -80
°C.

4.3.1.4. Trasnformacija elektrokompetentnih MC1061 stanica plazmidnom DNA

1 pL plazmida dodan je u epruvetu s 50 pL elektorokompetentnih MC1061 stanica. Ukupni
volumen prebacen je sterilnom pipetom u pothladenu kivetu za elektroporaciju (razmak

elektroda 0,2 cm). Elektroporacija je izvedena (BIO-RAD; MicroPulser) pri naponu od 2500
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V U trajanju od 5 ms (program EC2). Nakon elektroporacije u kivetu je dodan 1 mL tekuce LB
hranjive podloge, resuspendirano je i prebaceno u sterilnu tubu za uzgoj (5 mL). Inkubirano je
30 min pri 37 °C i 250 okr/min. 100 uL kulture prebaceno je na krutu hranjivu podlogu s
ampicilinom i razmazano sterilnim staklenim Stapi¢em. Inkubirano je preko noc¢i pri 37 °C.

Postupak je proveden u sterilnim uvjetima uz plamenik.
4.3.1.5. Prekomjerna ekspresija HHDH proteina

Prvi dan (priprema male prekonoé¢ne kulture) — U Erlenmeyerovu tikvicu od 20 mL dodano je
20 mL tekuce LB hranjive podloge, 20 uL ampicilina i 2-5 bakterijskih kolonija. Postupak je
proveden u sterilnim uvjetima uz plamenik. Inkubacija je provedena preko no¢i pri 37 °C i 250

okr/min.

Drugi dan (priprema velike prekonoé¢ne kulture) — U Erlenmeyerovu tikvu od 2 L dodano je
500 mL tekuc¢e LB hranjive podloge, 500 uL ampicilina (100 mg/mL), 5 mL svjeze prekono¢ne
kulture i 500 pL arabinoze (200 mg/mL). Postupak je proveden u sterilnim uvjetima uz

plamenik. Inkubacija je provedena preko no¢i pri 30 °C i 200 okr/min.
4.3.1.6. lzolacija proteina

Velika prekono¢na kultura raspodijeljena je u Falcon epruvete te je centrifugirana 30 min pri
4500 okr/min i 4 °C. Nadtalozi su baceni, a talozi su resuspendirani u TEMG puferu (0,25
g/mL). U suspenziju je dodan proteazni inhibitor (400 pL inhibitora na 10 mL TEMG pufera),
i sonificirana je (SONOPULS, Bandelin, sonda TS102) u ciklusima 10x10" 3 min (na ledu, 10
puta 10 sekundi sonificiranja nakon kojih slijedi 10 sekundi pauze). Suspenzija je zatim
prebacena u Vvialice i centifugirana 45 min pri 11000 okr/min. Nadtalog je pohranjen u vialice

i spremljen na -20 °C.
4.3.1.7. Priprema hranjivih podloga, otopina i pufera

Kruta hranjiva podloga

25 g LB podloge u prahu i 15 g agara otopljeno je u 1 L miliQ vode te sterilizirano pri 120 °C.
20 mL podloge izliveno je u sterilne plasti¢ne Petrijeve zdjelice te ohladeno. Postupak je
proveden u sterilnim uvjetima uz plamenik. Za uzgoj bakterija koje su transformirane
plazmidom koji nosi gen za otpornost na ampicilin koriStene su krute podloge s dodatkom

ampicilina tako da bude zadovoljen omjer 1 mL LB : 1 pL ampicilin.
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Tekuca hranjiva podloga
25 g LB podloge u prahu otopi se u 1 L miliQ vode i sterilizira pri 120 °C.

Priprema ostalih otopina:

e Otopina ampicilina koncentracije 100 mg/mL pripravljena je u miliQ vodi i sterilizirana
propustanjem kroz sterilni filter (0,2 pm). Cuvano pri -20 °C.

e Otopina L-arabinoze koncentracije 200 mg/mL pripravljena je u miliQ vodi i sterilizirana
propustanjem kroz sterilni filter (0,2 um). Cuvano pri -20 °C.

e Pufer Tris-SO4 koncentra.cije 1 mol/L pripravljen je u miliQ vodi. pH 7,5 podeSen je
dodatkom sumporne kiseline.

e Otopina EDTA koncentracije 0,01 mol/L pripravljena je u miliQ vodi. U pripravljenu
otopinu dokapavana je otopina NaOH do potpunog otapanja EDTA.

e 50 mL TEMG pufera pripravljeno je mijeSanjem:
0,5 mL Tris-SO4
5mL EDTA
5 mL glicerola
3 uL B-merkaptoetanola
miliQ voda do 50 mL

4.3.2. Karakterizacija enzima
4.3.2.1. SDS-PAGE elektorforeza

,Resolving“ i ,,stocking® otopine za polimerizaciju gelova pripremljene su prema uputama u
Tablici 18. Uzorci za elektroforezu pripremljeni su mijeSanjem 10 uL enzimskog ekstrakta i
10 pL ,.sample buffera* (Tablica 18). Uzorci su zatim centrifugirani 1 minutu pri maksimalnom
broju okretaja, inkubirani 10 minuta u vrucoj vodi i ponovno centrifugirani 1 minutu. Nakon
polimerizacije gelova u jazice je naneSeno po 10 uL markera (THERMO SCIENTIFIC) i
prethodno pripravljenih uzoraka. Gel s nane$enim uzorcima prenesen je u jedinicu za
elektroforezu koja je ispunjena ,,running bufferom* (Tablica 18). Elektroforeza je provedena
pri konstantnom naponu od 200 V (BIORAD Mini-PROTEAN Tetra System). Po zavrSetku
elektroforeze gel je prebacen u otopinu za bojanje (Tablica 18), a nakon toga u 10 % octenu

kiselinu za odbojavanje.
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Potrebne otopine:

e Pufer Tris koncentracije 1,5 mol/L pripravljen je u miliQ vodi, pH 8,8 podesen je dodatkom
6 M HCI

e Pufer Tris koncentracije 0,5 mol/L pripravljen je u miliQ vodi, pH 6,8 podesen je dodatkom
6 M HCI

e 10 % otopina APS-a pripravljena je otapanjem u miliQ vodi neposredno prije priprave
gelova

e 10 % otopina SDS-a pripravljena je otapanjem u miliQ vodi

e 10 % otopina BPB pripravljena je otapanjem u miliQ vodi

e 10 % octena kiselina pripravljena je razrijedivanjem koncentrirane kiseline u miliQ vodi

¢ 30 % otopina akrilamida

Tablica 18. Priprema otopina za SDS-PAGE elektoforezu

Resolving gel Stocking gel sample buffer Running  Otopina za

buffer bojanje
3,35 mL vode 3,05 mL vode 3,55 L vode l1Lvode 0,19CBB
1,25mL15M 1,25 mL 50 mM 1,25 mL 50 mM 30.3 g Tris 50 mL
Tris pH 8,8 Tris pH 6,8 Tris pH 6,8 29 MeOH
0
4 mL 30 % 0,66 mL 30 % . 1442 g 7'mL 10 %
e . 2,5 mL glicerol 2 octena
akrilamid akrilamid glicin kiselina

0,lmL10% SDS 0,05mL10%SDS 2mL10%SDS 10gSDS 43 mL vode
0,06 mL 10 % APS 0,05 mL 10 % APS 0,2 mL 10 % BPB

0,005 mL TEMED 0,005 mL TEMED
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4.3.2.2. Mjerenje koncentracije metodom po Bradfordu

Bazdarni pravac ovisnosti koncentracije o apsorbanciji za izracun ukupne koncentracije
proteina izraden je mjerenjem apsorbancije otopina BSA poznatih koncentracija. Na y osi
bazdarnog pravca prikazan je omjer apsorbancija uzorka na dvije valne duljine 595/450 nm u
ovisnosti o0 koncentraciji albumina prikazanog na x osi (Slika 20). Razrijedeni uzorci
enzimskog ekstrakta pomijeSani su s Bradfordovim reagensom. Nakon inkubacije od 10 minuta
uzorci su snimljeni na dvije valne duljine. Odgovaraju¢e koncentracije izraunate su iz

jednadzbe pravca (y = 0,189x + 0,7108, Slika 20). Svi uzorci snimani su u tri paralele.

y =0,189x + 0,7108

—~~ 2:
e, R2 = 0,9901
s

= 35

g 3

5 25

L 2

= 15 .

S 1

S 05

8 0

< 0 5 10 15

Koncentrcija BSA (mg/mL)

Slika 20. Bazdarna krivulja — ovisnost koncentracije BSA o apsorbanciji

e Priprema 100 mL Bradfordovog reagensa:
10 mg CBB
5 mL 95 % EtOH
10 mL 85 % fosforne kiseline
miliQ voda do ukupnog volumena od 100 mL
Nakon pripreme Bradfordov reagens se profiltrira pri ¢emu dolazi do promjene boje iz plave

u crvenkastu.
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4.3.2.3. Mjerenje aktivnosti PNSHH testom

Aktivnost pripravljenih enzima provjerena je PNSHH testom, u kojem se prati promjena
apsorbancije u vremenu u reakciji zatvaranja 1-(p-nitrofenl)-2-brometanola (PNSHH) 12 u p-
nitrostiren oksid (PNSO) 1.25 (Shema 35). Promjena apsorbancije pracena je pri valnoj duljini
od 310 nm u vremenu od 100 sekundi. Iz nagiba dobivene krivulje (AA/At) izraCunate su

volumne (16) i specificne aktivnosti (17) pripravljenih enzima.

OH

0]
Br\)\©\ m
B
12 NO, 1.25 NO,

Shema 35. Konverzija PNSHH (11) u PNSO (1.25)

Formule za izracun volumne i specifi¢ne aktivnosti enzima:

V. 4A V. A.
S.A.=

V.A.= — —
ed Vg At (16) 14 (17)

V.A. — volumna aktivnost (U/mL)

S.A. — specifi¢na aktivnost (U/mg)

Vr — ukupni volumen (1 mL)

& — ekstincijski koeficijent (& (epoksid) = 4,289 mM™ cm™)
d — Sirina kivete (d = 1 cm)

Ve — volumen enzima (mL)

y — ukupna koncentracija proteina dobivena metodom po Bradfordu (mg/mL)
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4.4. Priprava epoksida

Za ispitivanje biokatalitickih svojstava enzima odabran je set od 24 supstrata (Shema 36). 10
od 24 epoksida je komercijalno dostupno, a ostale je bilo potrebno pripraviti 1.8, 1.10 — 1.13,
1.15-1.19i1.21-1.24.

w%\@%&om %V%V“
SN NN N O
Relieain el el ol

O

O O
ﬁ’\@ 121 1.22 1.23 lm
Cl Cl

Shema 36. Prikaz strukture supstrata odabranih za biokataliticka ispitivanja
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4.4.1. Op¢i postupak priprave racemicnih epoksida 1.10, 1.11, 1.13, 1.21, 1.23,
1.24

)(j\ NaH, DMSO ODLRI
—_—
R R, (CH;);S01 Ry

1.10, 1.11, 1.13, 1.21, 1.23, 1.24

R; = (CHy)4CH;, R, = CH;
R; = (CH,),CH;, R, = CH,CH;

R, = Ph-p-Cl, R, = CH,
R, = CH,Ph, R, = CH,CHj

Ri, Ry = m

Shema 37. Priprava epoksida 1.10, 1.11, 1.13, 1.21, 1.23, 1.24

Otopini trimetilsulfoksonij jodida u suhom DMSO-u dodan je natrij hidrid (60 %-tni u
mineralnom ulju) i otopina je mijesana je u inertnoj atmosferi dusika pri temperaturi 0 — 5 °C
(Shema 37). Nakon 30 minuta dokapana je otopina ketona u DMSO-u i mijeSano je preko no¢i.
Reakcija je prekinuta dodatkom vode (20 mL), te je provedena ekstrakcija je s dietil-eterom (3
x 30 mL). Organski ekstrakt opran je vodom (2 x 30 mL), zasi¢enom otopinom NaCl (20 mL),
su$en na bezvodnom NaSO4 i uparen do suha. Cisti epoksidi dobiveni su destilacijom pri
atmosferskom tlaku ili kolonskom kromatografijom na stupcu silikagela uz eluens n-
heksan/EtOAc = 95/5.

Priprava 2-metil-2-pentiloksirana (1.10).

Prema opéem postupku iz 2,45 mL (17,5 mmol) 2-heptanona, 5,00 g (22,8 mmol) (CHz3)3SOl
10,91 g (22,8 mmol) NaH u 30 mL DMSO-a, nakon destilacije (75 °C) dobiveno je 1,92 g (86
%) Cistog produkta 1.10. u obliku zuc¢kastog ulja

NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 2,61 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 2,57 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 1,67-1,32 (m,
6H), 1,31 (s, 3H), 1,28-1,22 (m, 2H), 0,89 (t, J = 6,7 Hz, 3H). 1*C NMR (75 MHz, CDCl): 6
=57,1, 54,0, 36,7, 31,9, 24,9, 22,6, 20,9, 14,0.

Priprava 2-etil-2-pentiloksirana (1.11).

Prema opc¢em postupku iz 2,43 mL (15,6 mmol) 3-oktanona, 4,46 g (20,3 mmol) (CH3)3SOl i
0,82 g (20,3 mmol) NaH u 30 mL DMSO-a, nakon destilacije (80 °C) dobiveno je 2,10 g (95
%) Cistog produkta 1.11. u obliku zuc¢kastog ulja.
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IH NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 2,59 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 2,57 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 1,66-1,51
(m, 2H), 1,41-1,20 (m, 8H), 0,95-0,82 (m, 6H). 3C NMR (75 MHz, CDCly): § = 60,2, 52,2,
34,0, 32,0, 26,9, 24,5, 22,6, 14,0, 8,9.

Priprava (3R,5R),(3S,5S)-5-metil-1-oksaspiro[2.5]oktana (1.13).

Prema opéem postupku iz 2,00 g (17,8 mmol) 3-metilcikloheksanona, 5,10 g (23,2 mmol)
(CH3)3SO1i 0,93 g (23,2 mmol) NaH u 30 mL DMSO-a, nakon destilacije pri atmosferskom
tlaku (60 °C) dobiveno je 1,56 g (69 %) cistog produkta 1.13 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 2,62 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 2,60 (d, J= 4,8 Hz, 1H), 1,81-1,70
(m, 4H), 1,66-1,60 (m, 1H), 1,48 (dd, J = 13,5; 11,6 Hz, 1H), 1,29-1,20 (m, 2H), 1,03-0,95 (m,
1H), 0,91 (d, J = 6,6 Hz, 3H). 3C NMR (151 MHz, CDCls): ¢ = 58,4, 53,9, 41,5, 33,7, 32,6,
30,4,23,4,22,2.

Priprava 2-(4-klorfenil)-2-metiloksirana (1.21).

Prema opéem postupku iz 2,00 g (12,9 mmol) 1-(4-klorfenil)etan-1-ona, 3,70 g (16,8 mmol)
(CH3)3SOI1i 0,67 g (16,8 mmol) NaH u 30 mL DMSO-a, nakon kolonske kromatografije na
silikagelu dobiveno je 0,78 g (36 %) cistog produkta 1.21 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7,30 (s, 4H), 2,97 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 2,76 (d, J = 5,5 Hz,
1H), 1,70 (s, 3H). *C NMR (75 MHz, CDCls): § = 139,8, 133,3, 128,5, 126,8, 57,0, 56,3, 21,7.

Priprava 2-benzil-2-etiloksirana (1.23).

Prema opcéem postupku iz 1,27 g (8,5 mmol) 1-fenilbutan-2-ona, 2,44 g (11,1 mmol)
(CHz3)3SOI1i 0,44 g (11,1 mmol) NaH u 20 mL DMSO-a, nakon kolonske kromatografije na
silikagelu dobiveno je 0,87 g (63 %) cistog produkta 1.23 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7,31-7,28 (m, 2H), 7,25-7,21 (m, 3H), 2,94 (d, J = 14,3 Hz,
1H), 2,86 (d, J = 14,3 Hz, 1H), 2,63 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 2,58 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 1,67-1,48
(m, 2H), 0,94 (t, J = 7,5 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz, CDCls): 6 = 137,1, 129,6, 128,3, 126,5,
60,4, 51,5, 40,5, 26,7, 8,9. HRMS (MALDI TOF/TOF): izradunato za C11H14ONa ([M+Na]"):
185,0942, dobiveno: 185,0940.
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Priprava 3,4-dihidro-1H-spiro[naftalen-2,2'-oksirana] (1.24).

Prema opéem postupku iz 2,00 g (13,7 mmol) 2-tetralona, 3,90 g (17,8 mmol) (CH3)sSOI110,71
g (17,8 mmol) NaH u 30 mL DMSO-a, nakon kolonske kromatografije na silikagelu dobiveno
je 1,06 g (48 %) cistog produkta 1.24 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7,20-7,03 (m, 4H), 3,13-2,98 (m, 2H), 2,98-2,84 (m, 2H),
2,83-2,76 (m, 2H), 1,98-1,80 (m, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § = 136,1, 134,7, 129,0,
128,7, 126,0, 125,9, 57,5, 54,3, 36,3, 30,2, 28,3. HRMS (MALDI TOF/TOF): izraCunato za
C11H12ONa ([M+Na]*): 183,0786, dobiveno: 183,0780.

4.4.2. Priprava racemic¢nog 2-benzil-2-metiloksirana (1.22)

mCPBA,
NaHCO;, O,
—_—

DCM
1.22

Shema 38. Priprava 2-benzil-metiloksirana (1.22)

2,00 g (2-metilalil)benzena otopljeno je u 150 mL DCM-a te je dodano 1,27 g (15,1 mmol)
NaHCO3 i 5,22 g (30,2 mmol) mCPBA (Shema 38). Reakcijska smjesa mijeSana je preko noci
pri sobnoj temperaturi. Dodana je voda (100 mL), te su slojevi odvojeni. Organski sloj
ekstrahiran je s 10 % NaSOs (1 x 40 mL), opran zasicenom NaHCO3 (2 x 50 mL), suSen na
bezvodnom Na>SOs4, te uparen do suha. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens
n-heksan/EtOAc = 9/1 dobiveno je 1,67 g (75 %) cistog produkta 1.22. u obliku bezbojnog
ulja.

!H NMR (300 MHz, CDCls): § = 7,35-7,15 (m, 5H), 2,90 (d, J = 14,2 Hz, 1H), 2,82 (d, J =
14,1 Hz, 1H), 2,66 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 2,61 (d, J = 4,9 Hz, 1H), 1,28 (s, 3H). °C NMR (75
MHz, CDCls): 6 = 137,2, 129,6, 128,3, 126,6, 57,3, 53,3, 43,1, 20,9.
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4.4.3. Priprava racemic¢nog 2-cikloheksiloksirana (1.8)

(CH;)S*SO,CHjy’
] Na,$,0; 0

_ >
HJ\O DCM m

Shema 39. Priprava 2-cikloheksiloksirana (1.8)

2,24 g (20 mmol) cikloheksankarboksialdehida otopljeno je u DCM-u (20 mL) te je dodano
4,40 g (23 mmol) trimetilsulfonilmetilsulfata i 10 mL 50 % NaOH (Shema 39). Reakcijska
smjesa mijesana je preko noé¢i na sobnoj temperaturi. Dodana je voda (40 mL) te su slojevi
odvojeni. Vodeni sloj ekstrahiran je s DCM-om (2 x 30 mL), a u spojeni organski ekstrakt
dodana je zasi¢ena otopina natrij metabisulfata (60 mL), i Sve je mijeSano na sobnoj temperaturi
20 minuta. Organski sloj opran je s vodom (2 x 40 mL), susen na bezvodnom Na>SOg, i uparen
do suha. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 9/1
dobiveno je 0,42 g (17 %) cistog produkta 1.8 u obliku bezbojnog ulja.

IH NMR (300 MHz, CDCls) (8/ppm): 2,72 (m, 2H), 2,55 — 2,49 (m, 1H), 1,92-1,84 (m, 1H),
1,80 — 1,62 (m, 4H), 1,28 — 1,11 (m, 6H).
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4.4.4. Opéi postupak priprave enantiomerno obogacenih epoksida (R)-1.21 — (R)-
1.24

TMSN;
iOI R, (RR)-(salen)CrCl O,C R,
R, MTBE, 2-PrOH R,

(R)-1.21 - (R)-1.24
R, = Ph-p-Cl, R, = CHj,

R, = CH,Ph, R, = CHj
R, = CH,Ph, R, = CH,CHj

Shema 40. Priprava enantiomerno obogacéenih epoksida (R)-1.21 — (R)-1.24

Racemi¢ni epoksid (0,85 mmol) otopljen je u 300 uL MTBE te je dodan Jacobsenov katalizator
(R,R)-N,N-bis(3,5-di-tertbutilsaliciliden)-1,2-cikloheksandiaminokrom-(I11) (0,016 mmol).
Reakcijska smjesa mijeSana je 5 min na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je ohladena na 0 — 5
°C. Dodano je 36 pL 2-PrOH i 65 pL TMSN3, te je smjesa mijeSana preko noci pri sobnoj
temperaturi (Shema 40). Potom je reakcijska smjesa uparena do suha i procis¢ena kolonskom

kromatografijom na silikagelu uz eluens MTBE/ n-heksan = 5/95.
Priprava (R)-2-(4-klorfenil)-2-metiloksirana ((R)-1.21).

1z 0,14 g (0,85 mmol) racemi¢nog epoksida 1.21 dobiveno je 0,05 g (R)-1.21 u enantiomernom

suvisku 37 %.
Priprava (R)-2-benzil-2-metiloksirana ((R)-1.22).

1z 0,13 g (0,85 mmol) racemi¢nog epoksida 1.22 dobiveno je 0,04 g (R)-1.22 u enantiomernom

suvisku 95 %.
Priprava (R)-2-benzil-2-etiloksirana ((R)-1.23).

1z 0,14 g (0,85 mmol) racemi¢nog epoksida 1.23 dobiveno je 0,05 g (R)-1.23 u enantiomernom

suvisku 9 %.

Priprava (R)-3,4-dihidro-1H-spiro[naftalen-2,2']-oksirana ((R)-1.24).
1z 0,14 g (0,85 mmol) racemi¢nog epoksida 1.24 dobiveno je 0,05 g (R)-1.24 u enantiomernom

suvisku 28 %.
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4.5. Priprava B-supstituiranih alkohola i oksazolidinona

Kao standardi za razvoj analitickih metoda u svrhu pracenja enzimskih reakcija i odredivanja
enantiomerne Cisto¢e produkata, koristeni su racemicni alkoholi i oksazolidinoni prikazani na
Shemama 41 — 44. Neki od spojeva su bili prethodno pripravljeni u laboratoriju, dok je ostale

trebalo sintetizirati.

OH
N3\)23\/0\/\

OH

\)\/ N3 N3
2.7 2.9
HO
W N N3\)©\
2.13
OH OH OH
(I N; CF; N
N3 2.15 2.17
2.14 -
OH
N; N; N; N;
2.19 2.21
CF CF Cl Cl

3 3

OH OH OH
N3 N; N3/\Oi>
2.24

2.22 2.23

%

CF,

Shema 41. Prikaz strukture sekundarnih azido alkohola
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Nj N; N3
N, HO HO HO CF,
HO 3.2 3.15 3.16
3.1 F,C
Ny N; N; N;
HO CF; HO HO HO
3.17 3.18 3.19 3.20
CF, CF, cl
N3
HO N, N, N3
3.21 HO HO HO
cl 322 3.23 3.24

Shema 42. Prikaz strukture primarnih azido alkohola

OH OH 0) 0)
NC NC\)\/CI %O %O
HN HN
4.1 4.5
5.1 5.22

Shema 43. Prikaz strukture cijano alkohola i oksazolidinona

OH OH OH OH
NCS O,N HO HO
6.1 7.1 8.1 8.22
A
9.1

Shema 44. Prikaz strukture ostalih racemi¢nih spojeva
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4.5.1. Opé¢i postupak priprave azido alkohola 2.1, 2.11, 2.20 - 2.24 1 3.1, 3.20, 3.23

NaNj
O R NH,Cl OH N3
1 4 R, R,
A< > N3\)</ R, + HO\/Q/ R,
R, MeOH
1.1,1.11, 1.20 - 1.24 2.1,2.11, 2.20 - 2.24 3.1,3.20,3.23

R, = CH,Ph, R, =H

R; =(CH,),CH;, R, = CH,CH;
R, =Ph-p-Cl, R, =H

R, = Ph-p-Cl, R, = CH,

R, = CH,Ph, R, = CH;

R, = CH,Ph, R, = CH,CHj

Shema 45. Priprava primarnih i sekundarnih azido alkohola 2.11, 2.11, 2.20 - 2.24 i 3.1,
3.20, 3.23

Otopini epoksida (1 mmol) u metanolu (15 mL), dodano je 0,19 g (3 mmol) NaN3 i 0,16 g (3
mmol) NH4Cl (Shema 45). Reakcijska smjesa mijesana je preko no¢i uz refluks, nakon cega je
uparena. U suhi ostatak dodana je voda (10 mL) i ekstrahirano je s EtOAc (3 x 10 mL). Spojeni
organski slojevi suSeni su na bezvodnom NazSO4 i upareni do suha. Cisti azido alkoholi

izolirani su nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 98/2.
Priprava 1-azido-3-fenilpropan-2-ola (2.1) i 2-azido-3-fenilpropan-1-ola (3.1).

Prema opc¢em postupku iz 0,33 g (2,5 mmol) 2-benziloksirana 1.1 dobiveno je 0,20 g (44 %)
2.115mg (1 %) 3.1 u obliku bezbojnog ulja.

1-Azido-3-fenilpropan-2-ol (2.1): *H NMR (600 MHz, CDCls) (8/ppm): 7,35 — 7,30 (m, 2H),
7,27 -17,24 (m, 1H), 7,23 — 7,19 (m, 2H), 4,05 — 3,97 (m, 1H), 3,39 (dd, J = 12,5; 3,6 Hz, 1H),
3,30 (dd, J =12,5; 6,8 Hz, 1H), 2,84 (dd, J = 13,8; 6,0 Hz), 2,80 (dd, J = 13,8; 7,8 Hz), 1,96
(d, J = 4,3 Hz, 1H).13C NMR (151 MHz, CDCls) (8/ppm): 137,1, 129,3, 128,8, 126,9, 71,7,
56,0, 40,9.

2-Azido-3-fenilpropan-1-ol (3.1): *H NMR (600 MHz, CDCls) (§/ppm): 7,35 — 7,31 (m, 2H),
7,28 - 7,22 (m, 3H), 3,80 — 3,63 (m, 2H), 3,59 — 3,53 (m, 1H), 2,89 (dd, J = 13,9; 6,4 Hz, 1H),
2,84 (dd,J=13,9;7,5Hz, 1H), 1,78 (t, = 11,8 Hz, 1H). ®*C NMR (151 MHz, CDCls) (8/ppm):
137,0, 129,3, 128,7, 126,9, 65,3, 64,4, 37,0.
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Priprava 3-(azidometil)oktan-3-ola (2.11).

Prema opc¢em postupku iz 0,14 g (1 mmol) 2-(4-klorfenil)-2-metiloksirana (1.11) dobiveno je
0,70 g (38 %) cistog produkta 2.11 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 3,27 (s, 2H), 1,60 (s, 1H), 1,53 (g, J = 7,6 Hz, 2H), 1,49-1,44
(m, 2H), 1,36-1,25 (m, 6H), 0,90-0,87 (m, 6H). *C NMR (151 MHz, CDCls): J = 74,8, 58,7,
36,4,32,3,29,5, 23,0, 22,6, 14,0, 7,7. HRMS (MALDI TOF/TOF): izra¢unato za CoH19N3ONa
([M+Na]™): 208,1426, dobiveno: 208,1419.

Priprava 1-Azido-2-(4-klorofenil)etan-2-ola (2.20) i 2-azido-2-(4-klorofenil)etan-1-ola
(3.20).

Prema op¢em postupku iz 0,46 g (3 mmol) 2-(4-klorofenil)oksirana (1.20) dobiveno je 0,10 g
(15 %) 2.201 0,19 (33%) 3.20 u obliku bezbojnog ulja.

1-Azido-2-(4-klorofenil)etan-2-ol (2.20): *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 7.36-7.33 (m, 2H),
7.32-7.29 (m, 2H), 4.87-4.83 (m, 1H), 3.46-3.41 (m, 2H), 2.46 (d, J = 3.3 Hz, 1H). °C NMR
(151 MHz, CDCls): 0 = 139.0, 134.1, 128.9, 127.3, 72.7, 58.0.
2-azido-2-(4-klorofenil)etan-1-ol (3.20): *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 7,39-7,36 (m, 2H),
7,30-7,27 (m, 2H), 4,66 (dd, J = 7,8; 4,8 Hz, 1H), 3,75-3,70 (m, 2H), 1,91 (s, 1H). ¥C NMR
(151 MHz, CDCls): 0 = 134,8, 134,6, 129,2, 128,5, 67,1, 66,4.

Priprava 1-azido-2-(4-klorfenil)propan-2-ola (2.21).

Prema opéem postupku iz 0,17 g (1 mmol) 2-(4-klorfenil)-2-metiloksirana (1.21) dobiveno je
0,10 g (46 %) cistog produkta 2.21 u obliku zutog ulja.

!H NMR (300 MHz, CDCl3): § = 7,44-7,28 (m, 4H), 3,57 (d, J = 12,3 Hz, 1H), 3,44 (d, J =
12,3 Hz, 1H), 2,34 (s, 1H), 1,57 (s, 3H). 3C NMR (75 MHz, CDCls): § = 143,2, 133,4, 128,6,
126,4, 74,3, 62,0, 27,2.
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Priprava 1-azido-2-metil-3-fenilpropan-2-ola (2.22).

Prema opc¢em postupku iz 0,15 g (1 mmol) 2-benzil-2-metiloksirana (1.22) dobiveno je 0,10 g
(51 %) cistog produkta 2.22 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCl): ¢ = 7,43-7,30 (m, 2H), 7,28-7,24 (m, 1H), 7,22-7,20 (m, 2H),
3,26 (d, = 12,1 Hz, 1H), 3,22 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 2,84 (d, J = 13,4 Hz, 1H), 2,78 (d, J = 13,4
Hz, 1H), 1,78 (s, 1H), 1,20 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, CDCls): ¢ = 136,3, 130,4, 128,5,
126,9, 72,8, 60,0, 45,5, 24,8.

Priprava 1-azido-2-etil-3-fenilpropan-2-ola (2.23) i 2-azido-2-benzilbutan-1-ola (3.23).

Prema op¢em postupku iz 0,41 g (2,5 mmol) 2-benzil-2-etiloksirana (1.23) dobiveno je 0,18 g
(35 %) 2.23 130 mg (6 %) 3.23 u obliku bezbojnog ulja.

1-Azido-2-etil-3-fenilpropan-2-ol (2.23): *H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 7,34-7,29 (m, 2H),
7,28-7,25 (m, 1H), 7,23-7,20 (m, 2H), 3,23 (s, 2H), 2,82 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 13,6
Hz, 1H), 1,64 (bs, 1H), 1,58-1,50 (m, 2H), 0,98 (t, J = 7,5 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz,
CDCls): 6=136,3, 130,4, 128,5, 126,8, 74,6, 57,4,42.8, 29,7, 7,8. HRMS (MALDI TOF/TOF):
izraGunato za C11H1sN3ONa ([M+Na]*): 228,1113, dobiveno: 228,1110.
2-Azido-2-benzilbutan-1-ol (3.23): *H NMR (600 MHz, CDCls) (8/ppm): 7,33 — 7,29 (m,
2H), 7,28 — 7,24 (m, 3H), 3,52 (dd, J = 11,3; 5,1 Hz, 1H), 3,46 (dd, J = 11,4; 6,2 Hz, 1H), 2,97
(d, J=13,6 Hz, 1H), 2,84 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 1,72 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 1,65 (dd, J: = 14,3, J>
=7,5Hz, 1H), 1,59 (dd, J: = 14,4, J> = 7,5 Hz, 1H), 1,03 (t, J = 7,5 Hz, 3H). °C NMR (151
MHz, CDCl) (8/ppm): 135.,9, 130,4, 128,4, 1269, 67,9, 65,5, 39,3, 26,1, 8,0.

Priprava 2-(azidometil)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ola (2.24).

Prema opéem postupku iz 0,16 g (1 mmol) 3,4-dihidro-1H-spiro[naftalen-2,2'-oksirana] (1.24)
dobiveno je 0,14 g (69 %) cistog produkta 2.24 u obliku Zutog ulja.

'H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7,17-7,02 (m, 4H), 3,39 (s, 2H), 3,09-2,93 (m, 1H), 2,90-2,71
(m, 3H), 1,98 (s, 1H), 1,96-1,74 (m, 2H). *C NMR (75 MHz, CDCls): § = 135,1, 133,2, 129,6,
128,7, 126,3, 126,1, 71,3, 60,2, 39,6, 31,7, 25,8. HRMS (MALDI TOF/TOF): izraCunato za
C11H13N3ONa ([M+Na]*): 226,0956, dobiveno: 226,0950.
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4.5.2. Priprava 3-hidroksi-4-fenilbutanitrila (4.1)

0 NaCN OH
>  NC

EtOH
1.1 4.1

Shema 46. Priprava 3-hidroksi-4-fenilbutanitrila (4.1)

0,13 g (1 mmol) 2-benziloksirana 1.1 otopljeno je u vodi (4,5 mL), te je dodano 0,07 g NaCN
(2,4 mmol) i etanol (1 mL) (Shema 46). Reakcijska smjesa mijeSana je 72 sata na sobnoj
temperaturi, nakon ¢ega je dodana zasi¢ena otopina NaCl, te je ekstrahirano s EtOAc (2 x 10
mL). Spojeni organski slojevi osuSeni su na bezvodnom Na>SO4 i upareni do suha. Nakon
kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 9/1 dobiveno je 0,08 g (50
%) Cistog produkta 4.1 u obliku bezbojnog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): ¢ = 7,37-7,32 (m, 2H), 7,29-7,26 (m, 1H), 7,23-7,21 (m, 2H),
4,18-4,12 (m, 1H), 2,93 (dd, J = 13,7; 5,6 Hz, 1H), 2,88 (dd, J = 13,7; 7,6 Hz, 1H), 2,57 (dd, J
=16,7; 5,1 Hz, 1H), 2,50 (dd, J = 16,7; 6,1 Hz, 1H), 2,16 (d, J = 4,4 Hz, 1H). 3C NMR (151
MHz, CDCls): 6 = 136,2, 129,3, 129,0, 127,3, 117,4, 68,6, 42,8, 25,1.

4.5.3 Priprava 4-kloro-3-hidroksibutironitrila (4.5)

NaCN
’ OH
O H,S0,
%Cl NC\)\/CI
voda
1.5 4.5

Shema 47. Priprava 4-kloro-3-hidroksibutironitrila (4.5)

0,13 g (2,6 mmol) NaCN otopljeno je u vodi (0,8 mL). U reakcijsku smjesu pri 0 — 5 °C dodano
je 0,07 mL (1,30 mmol) koncentrirane H2SO4 10,17 mL (2,16 mmol) epiklorhidrina 1.5 (Shema
47). Mijesano je preko noéi na sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa ekstrahirana je s EtOAC
(3 x 2 mL), spojeni organski slojevi osuseni su na bezvodnom Na»SOas, profiltrirani i
ukoncentrirani. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens EtOAc/n-heksan =
3,5/6,5 dobiveno je 0,11 g (42 %) cistog produkta 4.5 u obliku Zutog ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 4,25-4,17 (m, 1H), 3,70 (dd, J = 11,5; 4,8 Hz, 1H), 3,67 (dd,
J =11,5; 5,6 Hz, 1H), 2,76-2,66 (m, 2H), 2,58 (d, J = 5,8 Hz, 1H). 3C NMR (151 MHz,
CDCls): 6 = 116,3, 67,5, 47,6, 23,2.
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4.5.4. Op¢i postupak priprave oksazolidinona 5.1 i 5.22

0)

OH DCM O\’&O MeOH >L 0
(o)
R

N R — HN R,
3 Pirid:
R, iridin 10% Pd/C

Fenilkloroformijat Rl
N3

Rl
2.1 R;=CH,Ar,R,=H 13.1,13.22 5.1,5.22
2.22 Ry = CH,Ar, R, =CH;

Shema 48. Priprava oksazolidinona 5.1 i 5.22

Azido alkohol otopljen je u DCM-u (10 mL), te je u atmosferi argona dodan fenilkloroformijat.
Reakcijska smjesa mijesana je preko noci na sobnoj temperaturi. Dodana je voda (40 mL) 1
ekstrahirano je s EtOAc (3x40 mL). Spojeni organski slojevi oprani su s zasi¢enom otopinom
NaHCO3z (60 mL), osuseni na Na2SO4 i upreni do suha. Nakon kolonske kromatografije na
silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 1/9 dobiven cisti je karbonatni prekursor 13 u obliku
bijelog praha.

Prethodno dobiveni karbonat (0,6 mmol) 13 otopljen je u MeOH (1,5 mL) i dodan je 10 %
Pd/C (Shema 48). Reakcijska smjesa hidrogenirana je u zatvorenom sustavu pod atmosferskim
tlakom vodika na sobnoj temperaturi preko no¢i. Po zavrSetku reakcije smjesa je profiltrirana

i uparena do suha. Oksazolidinoni su dobiveni nakon ¢i§¢enja kolonskom kromatografijom na

silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 1/9 te zatim DCM/EtOAc = 1/1.

Priprava 5-benziloksazolidin-2-ona (5.1).

Prema opéem postupku iz 0,2 g (1 mmol) azido alkohola 2.1, 0,32 mL piridina (4 mmol) i 0,44
g (2,8 mmol) fenilkloroformijata dobiveno je 0,19 g (63 %) cistog 1-azido-3-fenilpropan-2-il
fenil karbonata (13.1) u obliku bijelog praha.

1z 0,19 g (0,6 mmol) 13.11 0,03 g (0,3 mmol) 10 % Pd/C dobiveno je 0,07 g (67 %) Cistog
produkta 5.1 u obliku bijelog praha.

Karbonatni prekursor 13.1: *H NMR (600 MHz, CDCls) (8/ppm): 7,41 — 7,29 (m, 4H), 7,29
— 7,23 (m, 4H), 7,15 — 7,10 (m, 2H), 5,09 (m, 1H), 3,53 (dd, J = 13,3; 3,6 Hz, 1H), 3,42 (dd, J
=13,3; 6,0 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 13,8; 6,6 Hz, 1H), 3,00 (dd, J = 13,8; 7,3 Hz, 1H). 3C NMR
(151 MHz, CDCls) (8/ppm): 153,0, 151,0, 135,6, 129,5, 129,5, 128,8, 127,2, 126,2, 121,0, 78,1,
52,4, 37,7.

5-benziloksazolidin-2-on (5.1): *H NMR (600 MHz, CDCl): § = 7,36-7,29 (m, 2H), 7,29-
7,20 (m, 3H), 5,82 (bs, 1H), 4,89-4,83 (m 1H), 3,69-3,47 (m, 1H), 3,37-3,29 (m, 1H), 3,15 (dd,
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J=14,0; 6,3 Hz, 1H), 2,94 (dd, J = 14,1; 6,8 Hz, 1H). *C NMR (151 MHz, CDCls): § = 159,9,
135,4, 129,5, 128,9, 127,3, 77,3, 45,2, 40,7.

Priprava 5-benzil-5-metiloksazolidin-2-ona (5.22).

Iz 0,33 g (1,7 mmol) azido alkohola 2.21, 0,54 mL piridina (6,8 mmol) i 0,74 g (4,8 mmol)
fenilkloroformata dobiveno je 0,33 g (63 %) cistog 1-azido-2-metil-3-fenilpropan-2-il fenil
karbonata (13.22) u obliku bijelog praha.

1z 0,33 g (1,1 mmol) 13.22 1 0,06 g (0,6 mmol) 10 % Pd/C dobiveno je 0,10 g (48 %) cistog
produkta 5.22 u obliku bijelog praha.

Karbonatni prekursor 13.22: *H NMR (600 MHz, CDCls): & = 7,43 — 7,38 (m, 2H), 7,35 —
7,30 (m, 2H), 7,30 — 7,21 (m, 4H), 7,20 — 7,15 (m, 2H), 3,66 (d, J = 12,9 Hz, 1H), 3,56 (d, J =
12,9 Hz, 1H), 3,24 (d, J = 13,2 Hz, 1H), 3,20 (d, J = 13,8 Hz, 1H), 1,54 (s, 3H). 3C NMR (151
MHz, CDCl): 6 = 151,8, 150,9, 135,3, 130,6, 129,5, 128,5, 127,1, 126,1, 121,2, 85,6, 55,7,
41,9, 21,3.

5-Benzil-5-metiloksazolidin-2-on (5.22): *H NMR (300 MHz, CDCls): 6 = 7,35 — 7,18 (m,
5H), 6,21 (s, 1H), 3,48 (d, J = 9,5 Hz, 1H), 3,23 (d, J = 8,6 Hz, 1H), 2,97 (s, 2H), 1,43 (s, 3H).
13C NMR (75 MHz, CDCls) (8/ppm): 159,6, 135,2, 130,4, 128,4, 127,1, 82,8, 50,4, 45,8, 25,8.

4.5.5. Priprava 1-fenil-3-tiocijanatopropan-2-ola (6.1) i 2-benzil-tirana (9.1)

o OH S
NH,SCN . NCS +

1.1 DDQ, MeCN 6.1 9.1

Shema 49. Priprava 1-fenil-3-tiocijanatopropan-2-ola (6.1) i 2-benzil-tirana (9.1)

0,14 g (1 mmol) epoksida 1.1 otopljeno je u MeCN (4 mL), te je dodano 0,23 g (3 mmol)
NHsSCN i 0,02 g (0,1 mmol) DDQ-a (Shema 49). Reakcijska smjesa mijesana je uz refluks
4h, nakon Cega je profiltrirana, a filtrat je uparen do suha. Nakon kolonske kromatografije na
silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 1/9 dobiveno je 2 mg (12 %) 6.1 u obliku zutog ulja i
15 mg (10 %) 9.1 u obliku bezbojnog ulja.

1-Fenil-3-tiocijanatopropan-2-ol (6.1): *H NMR (600 MHz, CDCl): 6 = 7,37-7,32 (m, 2H),
7,30-7,27 (m, 1H), 7,25 — 7,21 (m, 2H), 4,20-4,14 (m, 1H), 3,20 (dd, J = 13,3; 3,7 Hz, 1H),
2,99 (dd, J = 13,3; 8,0 Hz, 1H), 2,95 (dd, J = 13,7; 4,9 Hz, 1H), 2,86 (dd, J = 13,7; 8,0 Hz, 1H).
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13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 = 136,3, 129,4, 129,0, 127,2, 112,3, 71,1, 42,4, 40,1. HRMS
(MALDI TOF/TOF): izracunato za C10H12NOS ([M+H]"): 194,0640, dobiveno: 194,0634.
2-benzil tiiran (9.1): *H NMR (600 MHz, CDCls): ¢ = 7,34-7,30 (m, 2H), 7,28-7,23 (m, 3H),
3,12-3,07 (m, 1H), 2,98 (dd, J = 14,4; 6,3 Hz, 1H), 2,93 (dd, J = 14,4, 6,8 Hz, 1H), 2,56 (dd, J
=6,2; 1,2 Hz, 1H), 2,29 (dd, J = 5,6; 1,2 Hz, 1H). *C NMR (151 MHz, CDCls): § = 139,3,
128,6, 128,5, 126,7, 42,6, 35,7, 25,7.

4.5.6. Priprava 1-nitro-3-fenil-propan-2-ol (7.1)

I
A
N//\N N\\\/N 0 +-BuOK,
0 = = CH,NO, 0
> //\N O,N
HO N\é’
14 THF 15 THF 16
MeOH,
NaBH,

OH
0,N
7.1

Shema 50. Priprava 1-nitro-3-fenil-propan-2-ola (7.1)

1 g (7,3 mmol) 2-feniloctene kiseline (14) otopljeno je u suhom THF-u (25 mL) i dodano je
1,4 g (8,8 mmol) CDI-au porcijama (Shema 50). Reakcijska smjesa mijesana je 1 sat uz refluks,
nakon ¢ega je reakcijska smjesa uparena do suha.

1,26 g (10,9 mmol) t-BuOK otopljeno je u suhom THF-u (40 mL) te je dokapano 2,36 mL
(43,8 mmol) nitrometana pri temperaturi 0 — 5 °C. Nakon dva sata mijeSanja na sobnoj
temperaturi dokapana je prethodno pripravljena otopina 1-(1H-imidazol-1-il)-2-feniletan-1-
ona (15) u THF-u (20 mL) pri temperaturi 0 — 5 °C, te je reakcija nastavljena preko noci na
sobnoj temperaturi. Reakcijska smjesa je profiltrirana, a talog je opran s DCM-om (60 mL) i
otopljen u vodi (100 mL). Zakiseljeno je s 6 M HCI na pH 4 — 5 i ekstrahirano s DCM-om (3
x 50 mL). Spojeni organski slojevi suSeni su na bezvodnom Na2SOs, profiltrirani i upareni do
suha. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAc = 1/9 dobiveno
je 1,0 g (76 %) ¢istog 1-nitro-3-fenilpropan-2-ona (16).

1 g (5,6 mmol) ketona 16 otopljeno je u metanolu (10 mL) te je dodano 0,21 g (5,6 mmol)
NaBH4 u porcijama (Shema 50). Nakon cCetiri sata u reakcijsku smjesu dodano je nekoliko kapi

1 M HCl-a, mijesano 15 minuta i upareno do suha. Dodana je voda (20 mL) i ekstrahirano je s
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DCM-om (3 x 20 mL). Spojeni organski slojevi suSeni su na bezvodnom Na»SOs, profiltrirani
I upareni do suha. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens n-heksan/EtOAC =
9/1 dobiveno je 0,2 g (20 %) cistog produkta 7.1.

'H NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 7,33-7,29 (m, 2H), 7,25-7,21 (m, 3H), 4,04-3,99 (m, 1H),
3,41 (dd, J = 9,5; 3,4 Hz, 1H), 3,30 (dd, J= 9,5; 7,1 Hz, 1H), 2,83-2,76 (m, 2H), 2,24 (d, J =
3,7 Hz, 1H).13C NMR (151 MHz, CDCls): 6 = 138,1, 129,5, 128,7, 126,6, 76,1, 71,4, 40,0.

4.5.7. Priprava 3-fenil-propan-1,2-diola (8.1)

O konc. H,S0, OH
> HO
voda

1.1 8.1

Shema 51. Priprava 3-fenil-propan-1,2-diola (8.1)

0,34 g (1 mmol) epoksida 1.1 suspendirano je u vodi (0,6 mL) i dodano 38 pL koncentrirane
H2SOs (Shema 51). Reakcijska smjesa mijeSana je na sobnoj temperaturi preko noci.
Ekstrahirano je s EtOAc (3x2 mL), a spojeni organski slojevi suSeni su na bezvodnom Na>SOg,
profiltrirani i upareni do suha. Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens
EtOAc/n-heksan = 3,5/6,5 dobiveno je 0,11 g (68 %) ¢istog produkta 8.1 u obliku bezbojnog
ulja.

'H NMR (600 MHz, CDCls): ¢ = 7,34-7,28 (m, 2H), 7,25-7,24 (m, 3H), 3,97-3,90 (m, 1H),
3,67 (dd, J=11,2; 3,2 Hz, 1H), 3,50 (dd, J = 11,2; 7,0 Hz, 1H), 2,79 (dd, J = 13,7; 5,5 Hz, 1H),
2,74 (dd, J=13,7; 7,9 Hz, 1H). *C NMR (151 MHz, CDCls): § = 137,7, 129,3, 128,6, 126,6,
73,1, 66,0, 39,8.
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4.5.8. Priprava 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etan-1-ola (12)

O OH

Br NaBH, Br
—_—
MeOH 12
NO NO

2 2

Shema 52. Priprava PNSHH 12

3,8 g (16 mmol) 2-bromo-1-(4-nitrofenil)etan-1-ona otopljeno je u MeOH (40 mL). 0,75 g (20
mmol) NaBH4 dodano je u porcijama uz hladenje (Shema 52). Reakcija je provedena na sobnoj
temperaturi, a po zavrSetku dodana je 10 %-tna otopina NH3Cl (40 mL) i ekstrahirano s DCM-
om (3x50 mL). Organski sloj susen je na bezvodnom Na»SOg, profiltriran i uparen do suha.
Nakon kolonske kromatografije na silikagelu uz eluens EtOAc/n-heksan = 7/3 dobiveno je 1,83
g (47 %) cistog produkta 12 u obliku bijelog praha.

'H NMR (300 MHz, CDCls) (8/ppm): 8,25 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,59 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 5,06
(dd, J = 8,3; 3,3 Hz, 1H), 3,69 (dd, J=10,6; 3,5 Hz, 1H), 3,53 (dd, J=10,6; 8,4 Hz, 1H), 2,79
(s, 1H).
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4.6. Razvoj analitickih metoda

4.6.1. Kromatografske metode za praéenje reakcija

Za pracenje tijeka reakcije razvijene su metode plinske kromatografije (GC). U tu svrhu
koristene su kolone HP-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Agilent) ili HP-1 (60 m x 0,25 mm x

0,25 m, Agilent). U Tablici 19 prikazani su uvjeti i retencijska vremena spojeva.

Tablica 19. Analiza spojeva plinskom kromatografijom.

Spoj
1.1/21

41/5.1
7.1/81
6.1/9.1
1.2/22
1.3/23
14/24
15/45
1.6/45
17127
1.8/238
1.9/29
1.10/2.10
1.11/2.11
1.12/2.12
1.13/2.13
1.14
1.15/2.15
1.16/2.16
1.17/2.17
1.18/2.18
1.19/2.19
1.20/2.20
1.21/2.21
1.22/2.22
8.22/5.22
1.23/2.23
1.24/2.24
10.5
1.25/11

Kolona
HP5

HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP1
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5
HP5

Uvjeti
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min

40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2 min, 10 °C/min do 100 °C 5min
30 °C 8 min, 5 °C/min do 100 °C 5min

40 °C 2 min, 10 °C/min do 100 °C 5 min
40 °C 2 min, 10 °C/min do 100 °C 5 min

40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5mn

40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5mn

40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
50 °C 2 min, 15 °C/min do 180 °C 2min
50 °C 2 min, 15 °C/min do 180 °C 2min
50 °C 2 min, 15 °C/min do 180 °C 2min
50 °C 2 min, 15 °C/min do 180 °C 2min
50 °C 2 min, 15 °C/min do 180 °C 2min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min
40 °C 2min, 10 °C/min do 200 °C 5min

100 °C 2 min, 10 °C/min do 200 °C 2 min

Retencija / min
7,6/121

12,2 /16,8
5,7/10,9
15,9/10,0
6,0/10,6
3,2/78
6,4/21,1
1,2/6,1
3,2/6,1
19/71
5,7/10,9
1,1/5,6
42191
57/133
73/11,4
4,3/9,2
2,6
43/8,0
49/8,4
51/8,1
49/85
52/8,3
9,1/137
9,3/135
79/121
11,0/ 16,6
9,5/134
11,4/15,0
9,3
6,6/10,6

85



ERsperimentalni dio

4.6.2. Kromatografske metode za odredivanje enantiomerne cistoce

Za odredivanje enantiomernog Suviska (e.v.) produkta i reaktanta razvijene su metode plinske
kromatografije (GC) i tekuéinske kromatografije visokog uc¢inka (HPLC) i Koriste¢i kiralne
kolone:

e GC kolone:

Hydrodex g-DiMOM (25 m x 0,25 mm, Macherey-Nagel)
Lipodex E (25 m x 0,25 mm x 0,25 um, Macherey-Nagel)
Lipodex D (25 m x 0,25 mm x 0,25 um, Macherey-Nagel)
CP-Chirasil-Dex CB (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm, Varian)
Beta-DEX 225 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Supelco)
Alpha-DEX (30 m x 0,25 mm % 0,25 pm, Supelco)
Chiraldex G-TA (30 m x 0,25 mm x 0,12 um, Supelco)
Permabond L-Chirasil-Val (25 m x 0,25 mm x 0,25 um, Macherey-Nagel)
e HPLC kolone:

Chiralpak 1C-3 (250 mm % 4,6 mm, 3 pum, Daicel)
Chiralpak AD-3 (250 mm X 4,6 mm, 3 pm, Daicel)
Chiralpak AS-3 (250 mm % 4,6 mm, 3 pum, Daicel)
Chiracel OJ-3 (250 mm x 4,6 mm, 3 um, Daicel)

U Tablicama 20 — 21 prikazani su uvijeti i retencijska vremena spojeva.
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Tablica 20. Uvjeti za odredivanje enantiomernog viska supstrata
Epoksid Metoda Kolona

11

1.2
1.3
1.4

15
1.7

1.8
1.9
1.10
1.11

1.12

1.13

1.16
1.17
1.18
1.19
1.20
121
1.22

1.23

1.24

GC

GC
GC
GC

GC
GC

GC
GC
GC
GC

GC

GC

GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC

GC

HPLC

Hydrodex g-
DiMOM
Beta-DEX 225
Lipodex E
Hydrodex g-
DiMOM
Lipodex E
Hydrodex g-
DiMOM
Lipodex E
Lipodex E
Beta-DEX 225
Hydrodex g-
DiMOM
Hydrodex g-
DiMOM
Chirasil-DEX

Chirasil-DEX
Chirasil-DEX
Chirasil-DEX
Chirasil-DEX
Beta-DEX 225
Beta-DEX 225
Hydrodex g-
DiMOM
Hydrodex g-
DiMOM
Chiralpak IC-3

Uvijeti
90 °C, 3 °C/min do 170 °C, 170 kPa

80 °C 2 min, 2 °C/min do 200 °C, 170 kPa
75 °C izotermno, 100 kPa
25 °C izotermno, 100 kPa

70 °C 2min, 5 °C/min do 200 °C, 170 kPa
40 °C 17 min, 10 °C/min do 200 °C, 100 kPa

80 °C izotermno, 100 kPa
50 °C izotermno, 100 kPa
85 °C izotermno, 100 kPa
50 °C 2min, 1°C/min do 80 °C, 170 kPa

100 °C izotermno, 100 kPa

80 °C, 3 °C/min do 160 °C, 170 kPa

100 °C, 1 °C/min do 110 °C, 170 kPa

100 °C, 1 °C/min do 120 °C, 100 kPa

120 °C izotermno, 170 kPa

130 °C izotermno, 170 kPa

100 °C 2 min, 2 °C/min do 140 °C, 100 kPa
100 °C, 2 °C/min do 150 °C, 170 kPa

100 °C, 2 °C/min do 130 °C, 170 kPa

100 °C 2min, 2 °C/min do 130 °C, 170 kPa

5 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C

Retencija/ min
7,4(R)/76(S)

14,1 (S)/ 14,4 (R)
7.4 (R) /7,9 (S)
3,6 (R)/4,6(S)

3,3(S)/3,6 (R)
11,7(S) /13,1 (R)

10,4 (R) /10,7 (S)
4,1 (R)/4,3(S)
7.6 (R)/7,8(S)
16,5 (R) / 19,4 (S)

6,7(S)/6,9 (R)

6,1 (3R, 5R) /6,7
(3, 5)

83 (R)/8,5(S)
8,1 (R)/8,5(S)
3,9(R)/41(S)
33(R)/3,5(S)
18,3 (S)/ 18,5 (R)
12,9 (S) /13,2 (R)
58 (R) /6,0 (S)

9,5(R) /9,8 (S)

10,1 (S)/ 10,6 (R)
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Tablica 21. Uvjeti za odredivanje enantiomernog viska produkata

Alkohol
2.1

4.1

5.1
6.1
7.1
2.2
2.3
2.4
4.5
2.7
2.8
2.9

2.10
2.11
2.12
2.13

2.16
2.17
2.18
2.19
2.20
2.21
2.22
5.22
2.23
2.24
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Metoda Kolona

GC

GC

GC
HPLC
HPLC
GC
GC
GC
GC
GC
GC
GC

GC
GC
GC
GC

HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC
GC

CG

HPLC
HPLC

Hydrodex g-
DIMOM
Hydrodex g-
DIMOM
Chirasil-DEX
Chiralpak AD-3
Chiralpak AD-3
Beta-DEX 225
Beta-DEX 225
Lipodex D
Lipodex E
Lipodex D
Alpha-DEX

Permabond L-
Chirasil-Val

Lipodex D
Chiraldex G-TA
Chirasil-DEX
Chirasil-DEX

Chiralpak IC-3
Chiracel 0J-3
Chiracel 0J-3
Chiracel 0J-3
Chiralpak AS-3
Chiralpak AD-3
Beta-DEX 225
Chirasil-DEX
Chiralpak AD-3
Chiralpak AD-3

Uvijeti
90 °C, 3 °C/min do 170 °C, 170 kPa

90 °C, 3 °C/min do 180 °C, 170 kPa

150 °C, 3 °C/min do 200 °C 10 min, 170 kPa
2 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 210 nm, 25 °C
5 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C
80 °C 2 min, 2 °C/min do 200 °C, 170 kPa
120 °C, 1°C/min do 140 °C

70 °C, 1 °C/min do 100 °C, 100 kPa

70 °C 2 min, 5 °C/min do 200°C, 100 kPa

100 °C, 1 °C/min to 200 °C, 100 kPa

70 °C 2 min, 5 °C/min do 150 °C 15 min, 100 kPa

50 °C, 2 °C/min do 100 °C, 100 kPa

100 °C 2 min, 2 °C/min do 150°C 2 min, 100 kPa

110 °C, 2 °C/min do 150 °C, 170 kPa
100 °C, 2 °C/min do 150 °C, 100 kPa
80 °C, 3 °C/min do 160 °C, 170 kPa

0,75 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C
0,75 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 30 °C

2,5 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C
2 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 30 °C
4 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C
2,5 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 200 nm, 25 °C
100 °C, 2 °C/min do 170 °C, 170 kPa

150 °C, 3 °C/min do 200 °C 10 min, 170 kPa

10 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C
10 % 2-PrOH/heksan, 1 mL/min, 220 nm, 25 °C

Retencija/ min
23,3(R) /23,5 (S)

28,2 (R) /28,5 (S)

21,5 (R) /22,0 (S)
31,2 (R) /33,4 (S)
18,4 (R) / 20,9 (S)
44,9 (R) /45,3 (S)
13,9 (R)/ 14,4 (S)
21,9 (S)/ 22,4 (R)
21,6 (S)/ 21,7 (R)
15,3 (S)/ 16,7 (R)
26,8 (S) /27,2 (R)
18,6 (S)/ 18,9 (R)

11,8 (R) / 12,0 (S)
12,1 (R)/ 1,3 (S)
22,7(S) /22,9 (R)
20,3 (35,55) /20,6
(3R,5R)

18,3 (R) / 20,4 (S)
27,8 (R) /29,8 (S)
29,9 (R) /33,1 (S)
19,9 (S)/ 26,3 (R)
12,8 (S)/ 14,7 (R)
15,2 (R) / 15,8 (S)
26,6 (R) / 27,1 (S)
19,1 (R) /19,9 (S)
54 (R)/6,1(S)
8,0(9)/8,7 (R)
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4.7. BiokatalitiCke transformacije

4.7.1. Ispitivanje supstrata

Sest prethodno pripravljenih enzima (HheB, HheB2, HheB-F36l, HheB-T120A, HheB-
C124Y, HheB-H125Q) ispitano je u reakcijama otvaranja epoksida 1.1 — 1.4, 1.7 — 1.24 uz
NaN3 kao nukleofil (Shema 53) ili NaCN u slucaju supstrata 1.51 1.6 (Shema 31). Biokataliticke
reakcije provedene se u Tris-SO4 puferu (50 mM, pH 7,5) pri sobnoj temperaturi. Epoksid je u
reakcijsku smjesu dodan kao temeljna otopina u DMSO-u, dok su NaNs i NaCN dodani kao
temeljna otopina u vodi. Uzorci su uzimani u odredenim vremenskim intervalima, ekstrahirani
MTBE-om uz mesitilen kao unutarnji standard ili dietil-eterom uz klorobenzen kao unutarnji

standard. Uzorci su suseni na kratkom stupcu bezvodnog Na>SOys i analizirani GC ili HPLC

metodama.
OH
O R, HHDH R,
A< > N; R
R NaNj 1
1.1-1.4 21-24
1.7-1.24 2.7-2.24

Shema 53. Ispitivanje enzima u reakciji azidolize epoksida

4.7.1.1. Reakcije s alifatskim epoksidima 1.3, 1.4, 1.7 - 1.14

U 20 mL Tris-SO4 pufera koji sadrzi 5 mM epoksida i 5 mM NaN3 dodano je 200 uL sirovog
enzimskog ekstrakta. Kona¢na koncentracija DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 0,5 %.
Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 21,3 mL. Za biokataliticku transformacju
epoksida 1.9 s enzimom HheB2 koriSteno je 400 uL sirovog enzimskog ekstrakta. Za
biokataliti¢ku transformaciju epoksida 1.13 s enzimima HheB i HheB2-T120A koriSteno je 10

uL sirovog enzimskog ekstrakta.
4.7.1.2. Reakcije s aromatskim epoksidima 1.15 - 1.21

U 2 mL Tris-SOs pufera koji sadrzi 2 mM epoksida i 3 mM NaNz dodano je 250 uL sirovog
enzimskog ekstrakta. Kona¢na koncentracija DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 5 %.

Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 2,5 mL.
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4.7.1.3. Reakcije s benzil supstituiranim epoksidima 1.1, 1.22 — 1.24

U 2,24 mL Tris-SO4 pufera koji sadrzi 2 mM epoksida i 3 mM NaNs, dodano je 10 uL sirovog
enzimskog ekstrakta. Kona¢na koncentracija DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 5 %.
Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 2,5 mL. Za biokataliticku transformaciju
epoksida 1.23 s enzimima HheB2, HheB2-F361, HheB2-T120A, HheB2-C124Y i HheB2-
H125Q koristeno je 250 uL sirovog enzimskog ekstrakta.

4.7.1.4. Konverzija epiklorhidrina (1.5) i 1,3-dikloro-2-propanola (1.6) uz natrij cijanid

U 20 mL Tris-SO4 pufera koji sadrzi 5 mM 1.5 i1 5 mM NaCN dodano je 100 uL sirovog
enzimskog ekstrakta. Kona¢na koncentracija DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 0,5 %.

Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 21,2 mL.

U 20 mL Tris-SO4 pufera koji sadrzi 5 mM 1.6 i 15 mM NaCN dodano je 100 pL sirovog
enzimskog ekstrakta. Kona¢na koncentracija DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 0,4 %.

Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 23,4 mL.
4.7.2. Ispitivanje nukleofila

Ispitivanje nukelofila provedeno je u 4,1 mL Tris-SO4 pufera (50 mM, pH 7,5) uz 2 mM
epoksida 1.1, 3 mM nukleofila (NaCN, NaOCN, NaSCN, NaNO2, NaNOs i NaCOOH) i 400

uL HheB2 za sve nukleofile osim za reakciju s azidnim nukleofilom gdje je koristeno 200 pL

HheB2 (Shema 33). Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je 5 mL.
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4.8. Biokataliticke transformacije na preparativnoj skali

4.8.1. Opéa procedura priprave azido alkohola (R)-2.22 — (R)-2.24

O R, HheB/HheB2 O R,

< NS\)<R

R, NaN, I
1.22-1.24 (R)-2.22 - (R)-2.24

R,=CH,Ph, R,=CH,
R,=CH,Ph, R,=CH,CH;

Shema 54. Biokataliticka priprava azido alkohola

1 mmol epoksida otopljeno je u 19 mL Tris-SO. pufera te su dodani nukleofil i sirovi enzimski
ekstrakt ukupne koncentracije proteina 0,15 mg/mL (Shema 54). Po zavrsetku produkt reakcije
ekstrahiran je s 2 x 30 mL EtOAc. Organski sloj uparen je do suha i osuSen na Na>SO4. Azido
alkoholi dobiveni su nakon ¢is¢enja kolonskom kromatografijom na silikagelu uz eluens n-

heksan/EtOAc = 98:2.
4.8.1.1. Priprava (R)-1-azido-2-metil-3-fenilpropan-2-ola ((R)-2.22)

Iz 148 mg (1 mmol) epoksida 1.22, 36 mg (0,55 mmol) NaN3 i 1 mL HheB2, nakon tri sata
dobiveno je 51 mg (34 %, e.v. = 89,5 %) Cistog (S)-1.22 i 75 mg (39 %, e.v. =99 %) Cistog (R)-
2.22, [a]¥®=-1,92.

'H NMR (600 MHz, CDCl): § = 7,34 — 7,30 (m, 2H), 7,28 — 7,25 (m, 1H), 7,23 — 7,20 (m,
2H), 3,26 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 3,22 (d, J = 12,1 Hz, 1H), 2,84 (d, J = 13,4 Hz, 1H), 2,78 (d, J
= 13,4 Hz, 1H), 1,78 (s, 1H), 1,20 (s, 3H). *3C NMR (151 MHz, CDCls): § = 136,4, 130,4,
128,5, 126,9, 72,9, 60,0, 45,5, 24,8.

4.8.1.2. Priprava (R)-1-azido-2-benzilbutan-2-ola ((R)-2.23)

Iz 162 mg (1 mmol) epoksida 1.23, 36 mg (0,55 mmol) NaNs i 1 mL HheB nakon dva sata
dobiveno je 52 mg (32 %, e.v. = 90 %) ¢istog (S)-1.23 1 75 mg (36,5 %, e.v. = 99,5 %) Cistog
(R)-2.23, [a]%>= -14,93.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): § = 7,33 — 7,30 (m, 2H), 7,28 — 7,24 (m, 1H), 7,23 — 7,20 (m,
2H), 3,23 (s, 2H), 2,82 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 13,6 Hz, 1H), 1,64 (s, 1H), 1,55 — 1,55
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(m, 2H), 0,98 (t, J = 7,5 Hz, 3H). °C NMR (151 MHz, CDCls): § = 136,3, 130.4, 128,5, 126,38,
74,6,57,4,428, 29,7, 7,8.

4.8.1.3. Priprava (R)-2-(Azidometil)-1,2,3,4-tetrahidronaftalen-2-ola ((R)-2.24)

1z 162 mg (1 mmol) epoksida 1.24, 32,5 mg (0,5 mmol) NaNs i 1 mL HheB2 dva sata dobiveno
je 65 mg (41 %, e.v. = 82 %) &istog (S)-1.24 190 mg (44 %, e.v. = 94 %) &istog (R)-2.24, [a]3°=
-39,43.

'H NMR (600 MHz, CDCls): § = 7,17 — 7,10 (m, 3H), 7,09 — 7,04 (m, 1H), 3,38 (dd, J = 12,6,
0,6 Hz, 2H), 3,06 — 2,97 (m, 1H), 2,86 (dd, J = 16,5, 4,1 Hz, 2H), 2,79 (d, J = 137,6 Hz, 1H),
2,01 (s, 1H), 1,96 — 1,89 (m, 1H), 1,85 — 1,81 (m, 1H).13C NMR (151 MHz, CDCl): 6 = 135,1,
133,2,129,6, 128,7, 126,3, 126,1, 71,3, 60,2, 39,6, 31,7, 25,8.

4.8.2. Priprava (R)-5-benzil-5-metiloksazolidin-2-ona ((R)-5.22)

0
&</© HheB YO
—_—
NaOCN HN 522

1.22

Shema 55. Biokataliti¢ka priprava oksazolidinona

148 mg (1 mmol) epoksida 1.22 otopljeno je u 19 mL Tris-SO4 pufera, te je dodano 65 mg (1
mmol) NaOCN i 1 mL HheB (Shema 55). Reakcijska smijesa mijeSana je pri sobnoj
temperaturi 90 minuta. Smjesa je ekstrahirana 2 x 30 mL EtOAc. Organski sloj uparen je do
suha i osuSen na bezvodnom Na>SO4. Kolonskom kromatografijom na silikagelu uz eluens n-
heksan/EtOAc = 9:1 prvo je izolirano 67 mg (45%, e.v. = 77 %) Cistog (S)-1.22, nakon Cega je
uz eluens DMC/EtOAC = 1/1 izolirano 78 mg (41 %, e.v. = 94 %) ¢istog (R)-5.22, [a]3°= -
19,90.

'H NMR (600 MHz, CDCl3): 6 = 7,33 — 7,30 (m, 2H), 7,29 — 7,22 (m, 3H), 5,72 (s, 1H), 3,49
(d, J=8,4Hz, 1H), 3,24 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 3,00 (d, J = 14,0 Hz, 1H), 2,96 (d, J = 14,0 Hz,
1H), 1,45 (s, 3H). *C NMR (151 MHz, CDCl): & = 159,2, 135,2, 130,4, 128,4, 127,1, 82,8,
50,3, 45,8, 25,8.
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4.9. Kineticka mjerenja

0 HheB oH
> Nu
NaNu
1.1 2.1,4.1-7.1,10.1, 11.1
Nu =Nj3 NaCN, NaOCN. NaSCN, NaNO,

Shema 56. Modelna reakcija za kineti¢ka mjerenja

Za procjenjivanje parametara MM kinetike i odredivanje inhibicije nukleofilima koji su
prihvaceni u aktivnom mjestu HheB2 Koristena je metoda pocetnih reakcijskih brzina.
Kineticki eksperimenti provodeni su u eppicama od 1,5 mL, na termo shakeru (TS-100C,
BioSan) pri temperaturi 25 °C i 1000 okr/min. Reakcije su provodene u Tris-SO4 puferu, uz
konstantnu koncentraciju epoksida (10 mM) i enzima (HheB2, w/w 1 — 2 %) (Shema 56).
Koncentracija nukleofila mijenjana je u rasponu od 2 do 100 mM. Nukleofil je dodavan kao
temeljna otopina u vodi, a epoksid kao temeljna otopina u DMSO-u. Kona¢na koncentracija
DMSO-a u reakcijskoj smjesi iznosila je 2 %. Ukupni volumen reakcijske smjese iznosio je
0,50 mL. To¢na koncentracija epoksida u uzorku izraCunata je pomocu jednadzbe pravca (y =
4,7464x) koja je dobivena iz bazdarnog dijagrama ovisnosti koncentracije epoksida o povrsini

pika odredenog plinskom kromatografijom (Slika 21).

y = 4,7464x
Rz =0,9996

Povrsina | A%
N W A U O
O o © & o o &

0 2 4 6 8 10
c (epoksid) / mM

Slika 21. Bazdarna krivulja ovisnosti koncentracije epoksida o povrsini pika

93



ERsperimentalni dio

Uzorci su uzimani unutar 10 % konverzije supstrata. Crtanjem krivulje ovisnosti koncentracije
epoksida o vremenu (Slika 22) dobivena je jednadzba pravca (y = 0,2831x + 0,041) iz koje je
nagib pravca (Ac/At) koristen za ra¢unanje volumne aktivnosti enzima, izraz (17). Specificna
aktivnost enzima racunata je iz prethodno dobivene volumne aktivnosti enzima, izraz (16).
Nakon $to su odredene specifi¢ne aktivnosti enzima pri razli¢itim koncentracijama nukelofila.
Dobivena ovisnost specificne aktivnosti enzima o koncentraciji nukleofila koriStena je za
procjenu kinetickih parametara modela (Slika 19 i Tablica 17). Kineti¢ki parametri procijenjeni
su pomocu programskog paketa Scientist nelinearnom regresijom uz pomo¢ metode najmanjih
kvadrata. Kineticki model za procjenjivanje parametara MM kinetike bez inhibicije (Slika 19
(A)) prikazan je izrazom (18), a reaktorski model za procjenjivanje parametara s inhibicijom
izrazom (19) (Slika 19 (B — E)).

y =0,2831x + 0,041
R? =0,9936
1,40

1,20
1,00
0,80
0,60
0,40 ®
0,20

0,00 e
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
t/ min

¢ (epoksid) / mM

Slika 22. Grafic¢ki prikaz ovisnosti koncentracije epoksida o vremenu za enzimski

kataliziranu reakciju (koncentracija NaN3 iznosi 2 mM)

= Um) 18 = —Umd (19
(Km+c) (18) " (Km+c+(c*Kii)> (19)
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5. ZAKLJUCAK

Biokataliza je nezaobilazan alat organske sinteze koji sve ¢e$¢e nalazi primjenu i u industriji.
Pronalazak novih enzima, ispitivanje njihove aktivnosti te modifikacija u aktivnije, otpornije i
robusnije katalizatore glavni je cilj brojnih istrazivanja. U ovom radu prikazani su rezultati

ispitivanja HHDH skupine B na velikom broju supstrata i nukleofila.

Ispitivanjem niza strukturno razli¢itih epoksida potvrdena je niska enantioselektivnost B grupe
HHDH prema vecini supstrata, osim prema supstratima s dva supstituenta na kiralnom centru
1.11, 1.22 — 1.24. lako je HheB2 prethodno okarakteriziran kao neselektivan enzim, ovime je
pokazana njegova biokataliticka vrijednost. Sinteza opticki Cistih tercijarnih alkohola
predstavlja veliki izazov u organskoj kemiji, zbog Cega je pronalazak novih katalizatora koji
omogucuju njihovu pripravu na ekoloski prihvatljiv nacin od velikog znacaja. Kinetickom
rezolucijom racemicnih 1.22 — 1.24 na preparativnoj skali demonstrirana je mogucnost
koristenja B grupe HHDH kao katalizatora za pripravu opticki ¢istih spojeva s kvaternim
stereocentrom. Ispitivanjem sedam nukleofila otkriveno je da B tip HHDH uz azidni ion
prihvaca jos tri iona kao nukleofile (NaNO2, NaOCN, NaSCN), §to u kona¢nici povecava broj
produkata koje je moguce sintetizirati ovom biokatalitickom metodom. Nadalje, otkriveno je
da vecina testiranih nukleofila uzrokuje inhibiciju enzima pri visim koncentracijama, sto
ograni¢ava eksperimentalne uvjete provodenja reakcija. Stoga, klasi¢ni kotlasti reaktor
koristen u radu ne bi bio dobro rjeSenje za provedbu reakcije na industrijskom nivou. Ovaj
zadatak zahtijevao bi bolje poznavanje kinetike enzimskih reakcija, te pazljiv odabir reaktora i

reakcijskih uvjeta u kojima bi se kontrolirao negativan utjecaj inhibiraju¢eg nukleofila.

Glavni zadatak naprednih tehnika, poput direktne mutageneze i molekulskog modeliranja, je
poboljsati postojeée enzime u vidu aktivnosti, stabilnosti, selektivnosti i otpornosti na
inhibiciju supstratima/produktima. Otkrivanje aminokiselina kljuénih za neko od ovih
svojstava predstavlja dobru polaznu tocku za daljnja istrazivanja i razvoj novih enzima.
Ogranci 120 i 125 eskperimentalno su odredeni kao klju¢ni za povecanu enantioselektivnost
HheB u odnosu na HheB2, ¢ime je potvrdena pretpostavka Watanabe i suradnika iz 2015.
godine. Takoder, ratunalnim modeliranjem predloZene su jo§ dvije pozicije znac¢ajne za kiralno

prepoznavanje, ogranci 162 i 169.
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Racunalna analiza pokazala je da afiniteti vezanja pojedinih enantiomera epoksida i azido
alkohola nisu u skladu s eksperimentalno dobivenim rezultatima (E vrijednostima), te da nisu
kljuéni u pogledu enantioselektivnosti HHDH kataliziranih reakcija. Kineticki i
termodinamicki parametri reakcija unutar aktivnog mjesta enzima HheB klju¢ni su za uspjes$nu

enantioselektivnost enzimske reakcije.
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Popis Kratica

7. POPIS KRATICA

APS — amonijev persulfat

BPB — bromfenol plavo

BSA — govedi serum albumin

¢ - koncentracija

CBB — Commasie brilliant blue

CDI — 1,1'-karbonildiimidazol

d — §irina kivete

DDQ - 2,3-dikloro-5,6-dicijano-1,4-benzokinon
DKR — dinamicka kineticka rezolucija
EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina
ev — enantiomerni visak

GC - plinska kromatografija

HHDH — halogenhidrin dehalogenaze
HPLC — teku¢inska kromatografija visokih performansa
Ki — konstanta inhibicije

Km — Michaelisova konstanta

MM — Michaeeis — Menteni¢ina kinetika
PNSHH — 1-(p-nitrofenil)-2-bromoetanol
PNSO - p-nitrostiren oksid

r — brzina reakcije

S.A. — specifi¢na aktivnost

SDS - natrijev dodecil-sulfat

STY —eng. Site Time Yield

TEMG - Tris, EDTA, B —Metkaproetanol, Glicerol
TEMED - tetrametiletilendiamin

TLC —tankoslojna kromatografija

V.A. —volumna aktivnost

Ve — volumen enzima

Vm — maksimalna brzina

V: — ukupni volumen

e — ekstincijski koeficijent

Yy — masena koncentracija
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Amino Kkiseline:

Ala, A - Alanin
Arg, R — Arginin
Asn, N — Aspargin
Asp, D — Aspartna kiselina
Cys, C - Cistein
GIn, Q - Glutamin
His, H — Histidin
Ile, I — Izolucein
Leu, L — Lucein
Phe, F — Fenilalanin
Ser, S — Serin

Thr, T —Treonin
Trp, W — Triptofan
Tyr, Y —Tirozin
Val, V — Valin
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