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Sazetak

Biokataliza sve vise dobiva na vaznosti kao znanstvena disciplina u podrucju asimetricne sinteze farmaceutskih spojeva i spe-
cijaliziranih kemikalija, a tijekom posljednjih godina biljeZi izrazit napredak kroz industrijsku primjenu. Da bi se biokataliticki
procesi uspjesno razvili, optimizirali i integrirali u industrijsku sintezu, nuzno ih je sagledati iz vise perspektiva, npr. od prote-
inskog inZenjerstva za dizajn novih enzima, preko organske kemije u planiranju sintetskih puteva, do reakcijskog inzenjerstva
za dizajn i optimizaciju procesa. Ovaj se rad posebno usredotocuje na halogenhidrin-dehalogenaze (HHDH), skupinu enzima
s velikim potencijalom, koja je unatoc svojoj perspektivnosti jos uvijek nedovoljno istrazena. HHDH kataliziraju reakcije otva-
ranja epoksidnih prstenova s razli¢itim nukleofilima, sto dovodi do stvaranja novih C—C, C—O, C—S i C—N veza te sinteze
B-supstituiranih alkohola. To svojstvo ¢ini HHDH vrijednim enzimima za proizvodnju vaznih spojeva kao sto su lijekovi, agro-
kemikalije i fine kemikalije. Unato¢ velikom zanimanju koje su znanstvena i industrijska zajednica opravdano pokazale prema
ovoj skupini enzima, $to je posljedi¢no dovelo do implementacije HHDH-kataliziranih reakcija u farmaceutskoj industriji,
kineticke karakteristike te skupine ipak su ostale uglavnom nepoznate. Izazovi kao sto su razne inhibicije enzima i smanjenje
operacijske stabilnosti pri sintetski relevantnim uvjetima jos$ uvijek su slabo istrazeni. Buduci da je istrazivanje tih problema kroz
detaljne kineticke studije klju¢no za prosirenje moguénosti prakti¢nih primjena HHDH u procesima sinteze, ovaj pregledni rad
koncipiran je kao rasprava o nedavnim i relevantnim istrazivanjima na temu kinetickih karakteristika i ogranicenja te skupine
enzima, prikupljenim tijekom visegodisnjeg prakti¢nog iskustva i laboratorijskog rada s HheC iz Agrobacterium radiobacter i

Kljucne rijeci

njegovim varijantama, uglavnom u sintezi fluoriranih p-azido alkohola i f-hidroksi nitrila.

Halogenhidrin-dehalogenaze, HHDH, enzimska kinetika, inhibicije enzima, operacijska stabilnost enzima

1. Uvod

Enzimi su makromolekularni bioloski katalizatori koji se
desetlje¢ima upotrebljavaju u industrijskim procesima.’
Budu¢i da djeluju u blagim reakcijskim uvjetima s viso-
kom aktivnoscéu, specificnoscu i selektivnoséu, biokataliza
se Cesto namece kao ekoloski prihvatljivija i ekonomski
isplativija alternativa tradicionalnim sintetskim postupci-
ma u organskoj kemiji.? lako se dugo smatrala zelenom
obecavaju¢om tehnologijom s potencijalom za primjene
u procesima na industrijskoj razini, biokataliza danas ima
status prepoznate i Siroko prihvacene tehnologije u asime-
tricnoj sintezi.> Fokus ovog rada je na prili¢no neistrazenoj,
ali industrijski znacajnoj skupini enzima halogenhidrin-de-
halogenaza (HHDH). HHDH, koji se takoder nazivaju ha-
loalkohol-dehalogenaze i halohidrin-hidrogenhalid-liaze,
pripadaju E.C. 4.5.1. skupini enzima, a po svojoj primarnoj
prirodnoj funkciji ukljuceni su u razgradnju halogeniranih
oneciscujucih tvari koje mikroorganizmi na onecis¢enim
podru¢jima rabe kao jedini izvor energije.** Halogenira-
ni organski spojevi su postojani, toksi¢ni i Siroko raspro-
stranjeni ksenobiotici, stoga se HHDH rabe u bioremedi-
jaciji onecis¢enog okolisa. Zbog toga je dehalogeniranje
1,3-diklor-2-propanola (1,3-DCP) i sinteza epiklorohidrina
(ECH) jedna od najbolje proucenih reakcija kataliziranih
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tom skupinom enzima.® Kako je reakcija dehalogenacije
reverzibilna, HHDH enzimi nisu poznati samo po svojoj
sposobnosti uklanjanja atoma klora, broma i joda iz oneci-
SCujucih tvari, vec i po ugradnji iona halogena otvaranjem
epoksidnog prstena. Cinjenicu da ti enzimi kataliziraju pre-
tvorbu dibromopropanola u epibromohidrin uocili su veé
1968. Castro i Bartnicki,” ali je tek ranih 1990-ih otkriveno
da HHDH imaju sposobnost kataliziranja in vitro reakcija
otvaranja prstena s razli¢itim nukleofilima.® Od njihova ot-
krica do danas, utvrdeno je da HHDH enzimi uz halogene
rabe i Citav niz drugih nukleofila u reakcijama otvaranja
epoksidnog prstena (shema 1). Ti, za HHDH neprirodni
nukleofili, su mali negativno nabijeni ioni kao $to su azid,
cijanid, cijanat, tiocijanat, nitrit i format.® Navedeno svoj-
stvo pokazalo se iznimno korisnim sa stajalista sintetske
kemije jer omogucuje stvaranje novih C—C, C—-0O, C-Si
C—N veza te reakcije s nestandardnim supstratima. Na taj
nacin nastaju alkoholi poput B-nitro- i p-azido alkohola,
B-cijanoalkohola te opcenito 1,2-difunkcionalizirani or-
ganski spojevi.’" Osim njihove moguc¢nosti prihvacanja
Sirokog spektra nukleofila, HHDH enzimi ne zahtijevaju
kofaktore te u reakcijama pokazuju svojstva visoke regio- i
enantioselektivnost, sto ih Cini zanimljivim kandidatima za
razlicite industrijske primjene.’”>? HHDH se mogu upotre-
bljavati za sintezu vaznih gradevnih blokova i prekursora
u farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji, kao i industriji
finih kemikalija. Najistaknutiji industrijski primjer je upo-
treba varijanta C-tipa HHDH enzima za proizvodnju etil
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(R)-4-cijano-3-hidroksibutanoata, klju¢nog intermedijara u
sintetskom putu za lijek atorvastatin.”* HHDH se takoder
upotrebljavaju u sintezi klju¢nog intermedijara za antiviru-
sni lijek (S)-cidofovir, koji se prodaje pod imenom Vistide
(Gilead Sciences).™

OH HHDH Q HHDH )OHV
- / \ Nu
R)\/X R Nu R
X=Cl,Br, - Nu=CN, N, OCN-, SCN-, HCO,", NO,"
Shema 1 - Raspon nukleofila koje halogenhidrin-dehalogenaze

prihvacaju u katalitickim reakcijama. Reakcijska she-
ma prilagodena iz referencija®'>.

Scheme 17 — Range of accepting nucleophiles in reactions cat-
alysed by halohydrin dehalogenases. Reaction
scheme adapted from references®'".

2. HHDH u sintezi azido i cijanoalkohola

Fluorirani organski spojevi opsezno su proucavani u farma-
ceutskim istrazivanjima i medicinskoj kemiji zbog njihovih
jedinstvenih svojstava. Na trenutacnom globalnom trzistu
vise od 20 % lijekova sadrzi fluor, a oko polovica ih sadrzi
mono- ili multifluorirani aromatski prsten.'®” Stovise, broj
lijekova koji sadrze fluor na svjetskom trzistu u trendu je
stalnog porasta. Medutim, organofluorirani spojevi su izni-
mno rijetki u prirodi, te dolaze u obliku samo nekoliko
medusobno strukturno slicnih molekula. To ustvari znaci
da je dostupnost i raznolikost fluoriranih gradevnih bloko-
va za potrebe istrazivanja iskljucivo odgovornost sintetskih
kemicara.

Epoksidi su vrlo vrijedni pocetni materijali u organskoj ke-
miji zahvaljujuéi svojoj reaktivnosti i sintetskom potenci-
jalu."® Isto tako, organski azidi i nitrili strateski su vrijedni
gradevni blokovi jer su njihove funkcionalne skupine vrlo
reaktivne te omogucuju spajanje gradevnih blokova s dru-
gim molekulama, ¢ime se pojednostavljuje proces dizajni-
ranja slozenih molekula od interesa. Cesto se upotreblja-
vaju u farmaceutskoj industriji za sintezu raznih gradevnih
blokova koji sadrze dusik, npr. amina i heterocikli¢kih spo-
jeva poput triazola."?° Organski azidi Cesto su reaktivni i
nestabilni, sto ¢ini rukovanje tim spojevima zahtjevnim, pa
se Cesto izostavljaju iz industrijskih procesa. Medutim, stu-
dije su pokazale da u nekim slucajevima ugradnja atoma
fluora u organske azide rezultira stabilizacijom molekula,
Sto moze sintezu na vecoj skali uciniti daleko sigurnijom,
a time i pozeljnijom sa stajalista procesnog inzenjerstva.?'

lako je vrijednost fluoriranih organskih azida i cijanida ve-
lika, dostupne metode za njihovu sintezu su rijetke i za-
htjevne.?? Zbog vrijednosti konac¢nih produkata, u ovom
radu, HHDH-katalizirane reakcije sinteze fluoriranih
enantioobogacenih f-azido alkohola, B-hidroksi nitrila i
epoksida primjenjuju se kao modelne reakcije za ilustraci-
ju kinetickih karakteristika HHDH enzima, kao i raspravu
o njihovim primjenskim ogranicenjima.
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Majeri¢ Elenkov i sur." ustvrdili su 2018. godine da HheB2
iz Mycobacterium sp. GP1 moze katalizirati azidolizu epi-
fluorohidrina na neselektivan nacin. Konacni produkt je
1-azido-3-fluoro-2-propanol, sto je u suprotnosti s drugim
ispitivanim epihalohidrinima (X = Cl, Br, 1), gdje kao pro-
dukt nastaje 1,3-diazido-2-propanol. Na taj nacin autori
su pokazali da HHDH ne mogu upotrebljavati fluorirane
alkohole kao supstrate u reakciji zatvaranja prstena, budu-
¢i da enzimi nisu sposobni za cijepanje jake C—F veze.’
Potom je u istoj istrazivackoj skupini provedena azidoliza
i cijanoliza niza fluoriranih derivata stiren oksida.?* Enan-
tioselektivne reakcije otvaranja epoksidnog prstena kata-
lizirane HHDH enzimima provedene su s ciljem sinteze
B-azido i cijanoalkohola visoke opticke Cistoce. Reakcije
su zapocete s pet odabranih derivata stiren oksida s razlici-
tim fluoriranim skupinama u para-polozaju (F, CF;, OCF;,
OCHF,, SCF;). Osim zeljenih p-azido i cijanoalkohola vi-
soke opticke cistoce, produkti tih reakcija kineticke rezolu-
cije su neizreagirani (S)-enantiomeri supstrata koji zaostaju
u reakcijskoj smjesi.?* Biokataliticka kineticka rezolucija u
teoriji je vrlo atraktivna s okolisnog i ekonomskog aspekta,
budu¢i da se njome izbjegava izravna fluorinacija mole-
kula toksi¢nim kemikalijama. U navedenom istrazivanju®
pokazano je da se divlji tip HheC i njegova W249P vari-
janta mogu upotrebljavati u modifikaciji malih, fluoriranih
organskih molekula upotrebljavajuci azide i cijanide kao
nestandardne nukleofile. Reakcije azidolize odvijale su
se s visokom B-regioselektivnos¢u i enantioselektivnost, s
E > 100 za para-fluoro-stiren oksid te £ > 200 za ostale
fluorirane derivate stiren-oksida. To istrazivanje, prvo te
vrste, pokazalo je da se HHDH enzimi mogu upotreblja-
vati u sintezi korisnih, opticki Cistih, fluoriranih gradevnih
blokova. Ipak, u istrazivanju su uoc¢eni odredeni nedostaci
i ogranicenja, koji su bili posebno izrazeni pri prijelazu s
analiticke na preparativnu skalu. Naime, kineticka rezo-
lucija rac-2-(4-(trifluorometil)fenil)oksirana s natrijevim
cijanidom katalizirana W249P varijantom enzima prove-
dena je na preparativnoj skali, a za dobivanje produkta
(5)-3-hidroksi-3-(4-(trifluorometil)fenil)propannitrila s isko-
ristenjem od 30 % i ee 98 % bile su potrebne visoke koli-
¢ine enzima (W,,im = 40 %), niske koncentracije supstrata
(Copstrar = 20 mM) te dugo reakcijsko vrijeme (t = 15 h).
Velik utrosak enzima i rezultirajuce neadekvatne koncen-
tracije produkta, zajedno s dugim ukupnim trajanjem re-
akcije, ukazuju na potrebu za poboljsanjem. Na temelju
reakcijskog ishoda, jedan od zaklju¢aka istrazivanja bio je
da bi se takve biokataliticke reakcije trebale optimizirati da
bi se smanijili gubici u sustavu i poboljsao ishod sintetskog
procesa.

3. Kineticke znacajke istrazivanih
HHDH enzima

Budu¢i da su HHDH enzimi jo$ uvijek u velikoj mjeri ne-
istrazeni, ta skupina kontinuirano se i opsezno proucava,
ne samo u laboratorijskom mijerilu ve¢ i u industriji."" 3
Posljednjih godina velik je napredak postignut u svezi s
HHDH u razli¢itim aspektima, od otkrivanja do sad nepo-
znatih podskupina enzima s novim specificnostima i svoj-
stvima, poput aktivnosti HheG prema ciklickim epoksidi-
ma,*** preko nepoznatih preferencija ve¢ dugo poznatih
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enzima,?® do dizajna novih varijanti enzima s poboljsanim
katalitickim svojstvima.?” U 2020. godini"" prikupljeni su i
odradeni podatci iz svih do tad objavljenih radova na temu
HHDH, kojih je u to vrijeme bilo oko 100. Unatoc broj-
nim nedavno objavljenim kvalitetnim studijama o HHDH
enzimima, u postojecoj literaturi utvrden je ozbiljan nedo-
statak podataka o kinetickom ponasanju HHDH enzima.
Analizom podataka otkriveno je da su 34 rada izvijestila o
nekim ili svim temeljnim kinetickim parametrima (maksi-
malna brzina reakcije — V,,, Michaelisova konstanta — K|,
kataliticka konstanta — k) za specificne reakcije, ali niti
u jednom istrazivanju nije provedena temeljitija kineticka
analiza koja bi ukazala na nesto vise od jednostavnog od-
nosa izmedu enzima i supstrata. Fundamentalni kineticki
parametri predstavljaju vrijedne podatke pri usporedbi
razlicitih divljih tipova ili varijanti HHDH enzima i mogu
posluziti kao cvrsta osnova za pocetni pregled aktivnosti
enzima prema razli¢itim supstratima. Unato¢ tome, da bi
se uistinu i sveobuhvatnije procijenila primjenjivost pojedi-
nih enzima, potreban je Siri skup kinetickih podataka. Ne-
dostatak znanja o kinetickom ponasanju enzima HHDH,
kao i nedovoljna biokataliticka produktivnost u nekim slu-
Cajevima, koje su prikazane u prethodnom istrazivanju,"
zajedno s ranije objasnjenim ogranicenjima na prepara-
tivnoj skali koja su utvrdena istrazivanjem provedenim u
istrazivackoj skupini Majeri¢ Elenkov,* doveli su do ideje
za sustavnu kineticku karakterizaciju varijanti HheC enzi-
ma u sintezi p-azido alkohola? i B-hidroksil nitrila.?

3.1. Istrazivanje prisutnosti fenomena inhibicija u
HHDH-kataliziranim reakcijama

U ranije opisanom istrazivanju postojece literature o
HHDH enzimima'' uoceno je da je samo sedam radova
izvijestilo o postojanju inhibicije enzima nekim spojevima
prisutnim u reakcijskom sustavu i numericki ih izrazilo kao
konstante inhibicije (Kj). Inhibicije enzima supstratima,
produktima i nusproduktima predstavljaju vazan dio me-
tabolizma za odrzavanje stani¢ne homeostaze, stoga su
Siroko rasprostranjeni fenomeni u kinetici enzima i cesto
se susrecu tijekom in vitro eksperimenata sa svim oblicima
biokatalizatora (procis¢eni enzimi, cijele stanice, slobodni
i imobilizirani biokatalizatori). Naravno, spojevi prisutni u
biokatalitickim reakcijama iz prirodnih metabolickih pute-
va nisu jedini koji uzrokuju inhibicije. Razna otapala koja
se dodaju za povecanje topljivosti organskih spojeva, sta-
bilizatori, ali i drugi spojevi koji su prisutni kad se sinteze
odvijaju kaskadno, Sto je cest slucaj kod HHDH enzima,
mogu biti inhibitori enzimske aktivnosti.

U ranijim istrazivanjima pokazalo se da je HHDH enzim
inhibiran etil 4-kloroacetoacetatom (COBE), koji je pri-
sutan kao supstrat za ketoreduktazu u kaskadnoj sintezi
prekursora atorvastatina, etil (R)-4-cijano-3-hidroksibu-
tirata.”® Kasnije se pokazalo da je inhibicija kompetitiv-
ne prirode,*® pri cemu se COBE veze na aktivno mjesto
HheC. Konstanta inhibicije je aproksimirana na 0,249 uM,
Sto je znatno nize od K|, vrijednosti supstrata (3,545 mM)
i ukazuje na izrazito jaku inhibiciju. Buduc¢i da spome-
nuta kaskada predstavlja dosad najvazniju industrijsku
primjenu HHDH enzima, sljedece istrazivanje Chena
i sur. bilo je usmjereno na otkrivanje varijanti enzima sa
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smanjenim uc¢inkom inhibicije uz zadrzavanje dobrih
katalitickih svojstava.*® Schallmey i sur.?" otkrili su da je
HheC-T134A inhibiran supstratima u reakcijama deha-
logenacije s 1,3-diklor-2-propanolom (KP<" = 8,9 mM),
1,3-dibromo-2-propanolom (K% = 1,7 mM), 1-bro-
mo-2 ,3-propandiolom (K" = 33,3 mM), 1-kloro-2-pro-
panolom (K" = 32,8 mM), 1-kloro-2-metil-2-pro-
panolom (K" = 49 mM) i 2-kloro-1-feniletanolom
(Kt = 8,5 mM).>" Zou i sur. otkrili su da ECH, produkt
dehalogenacije 1,3-DCP, djeluje kao kompetitivni inhibitor
(KE™ = 9 mM) i time smanjuje produktivnost reakcije.*?
Autori su ponudili in situ uklanjanje produkta kao poten-
cijalno rjeSenje za inhibiciju produktom. Tang i sur. poka-
zali su da je u sintezi para-nitro-2-bromo-1-feniletanola
(PNSHH) enzim inhibiran supstratom (K™ = 1 mM) te
produktima, para-nitro stiren oksidom (PNSO) i bromidnim
ionima (K™© = 0,01 mM; K"Br = 1,2 mM).3334 Lutje Spel-
berg i sur. istrazivali su na istoj modelnoj reakciji, katalizira-
noj divljim tipom HheC, inhibiciju razli¢itim nukleofilima
u dehalogenaciji (R)-PNSHH.** Autori su otkrili da enzim
inhibiraju I~ (Kj°dd = 1 mM), Br= (KPremid = 4 3 mM), CI-
(KKoid = 13 mM), F~ (K*d = 29 mM), N,~ (K24 = 2,7 mM),
NO,~ (K7t = 20 mM), OCN-~ (K¢t = 4,5 mM), SCN-
(Kodinat = 30 mM), NO,~ (K" = 44 mM) i CH,COO-
(Kt = 33 mM). Nazalost, ni u jednom od navedenih
istrazivanja nisu provedena kineticka ispitivanja inhibicija
u reakcijama otvaranja epoksidnog prstena, koje su dale-
ko vrjednije sintetske reakcije s industrijskog gledista, jer
dovode do stvaranja novih C—C, C—S, C—N i C-O veza.
Postojanje inhibicija, tj. otkrivanje stvarnog uzroka pada
specificne aktivnosti enzima, moze se naslutiti iz reakcij-
skog tijeka, no nemoguce ga je sa sigurnos¢u odrediti kad
su svi reakcijski spojevi prisutni u sustavu.

Na primjer, u preglednom radu o HHDH-kataliziranim re-
akcijama'" istaknuto je istrazivanje gdje su An i sur.3® pret-
postavili postojanje inhibicije produktom, jer nisu postigli
zadovoljavajuce iskoristenje na produktu s povecanjem
koncentracije supstrata, dok su njihovi podatci zapravo
ukazivali na inhibiciju azidnim ionima kao nukleofilima u
reakciji otvaranja prstena stiren-oksida. Taj primjer ilustrira
da su detaljna kineticka istrazivanja, pocevsi od pojedinac-
nih reakcijskih spojeva, potrebna za dobivanje dubljih i
jednoznacnih informacija o enzimima i reakcijskim ogra-
nic¢enjima.

U kinetickoj studiji biokataliticke sinteze (R)-2-azido-1-[4-
(trifluormetil)fenilletanola ((R)-azido alkohola) kroz azido-
lizu rac-2-[4-(trifluormetil)fenilloksirana (rac-3F-epoksida)
kataliziranu varijantom HheC-W249P kinetika enzima
opisana je dvosupstratnom Michaelis-Mentenic¢inom kine-
tikom (V,,; = 0,40 Umg™"; K4 = 2,02 mM; K R-3F-epoksid
= 1,10 mM), pri ¢emu je enzim inhibiran supstratom
(R)-3F-epoksidom (KR-3F-epoksid =32 86 mM), suprotnim
enantiomerom supstrata (S)-3F-epoksidom  (K®-3F-epoksid
= 2,26 mM), biokatalitickim produktom (R)-azido al-
koholom (K ®-azido alkehol =6 14 mM), hidrolitickim pro-
duktom, rac-2-[4-(trifluormetil)fenil]-1,2-etandiolom
(rac-3F-diol, Kra3Fdiel = 6 53 mM) i ko-otapalom DMSO
(KPMSOT = 373,01 mM).?8 Drugim rijecima, utvrdeno je da
je biokataliticka sinteza (R)-azido alkohola zahtjevan zada-
tak zbog prisutnosti inhibicija svim spojevima prisutnim u
reakcijskoj smjesi, izuzev azidnih iona.
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Sinteza (5)-3-(4-fluorofenil)-3-hidroksipropanonitrila
((S)-hidroksi nitrila) kroz cijanolizu rac-2-(4-fluorofenil)
oksirana (rac-F-epoksida) kataliziranu HheC-ISM-4 enzi-
mom opisana je dvosupstratnom Michaelis-Mentenicinom
kinetikom (V,,, = 42,21 Umg™"; K, = 67,74 mM;
K R-Fepokid = 26,70 mM), s inhibicijama (R)-F-epoksidom
(K, R-Fepoksid = 58 90 mM), produktom (S)-hidroksi nitri-
lom (KS-hidroksinitrl =5 17 mM), nusproduktom rac-F-di-
olom (KracFdel =73 94 mM) i ko-otapalom DMSO
(KPM592 = 1546,7 mM).?? Kako reakcija cijanolize nije
potpuno enantioselektivna, kinetika nezeljene biokatalitic-
ke reakcije takoder je odredena i opisana dvosupstratnom
Michaelis-Mentenicinom kinetikom (V,,; = 4,99 Umg™;
K, Banid = 194,58 mM; K ®-Fepoksid = 19 05 mM), s pri-
sutnim inhibicijama suprotnim enantiomerom  sup-
strata i ko-otapalom DMSO (K,®-Ferokid = 1 10 mM;
KPMs9-2 = 1546,7 mM). Dakle, kineticka istrazivanja reak-
cije sinteze (S)-hidroksi nitrila pokazala su da tu reakciju
¢ine zahtjevnom ne samo brojne inhibicije i hidroliticki
raspad supstrata vec i njezin ne u potpunosti enantioselek-
tivan karakter.

Kao Sto je ranije istaknuto, istrazivanja o inhibicijama
HHDH enzima su rijetka, a do 2020. godine objavljeno
je samo sedam radova u kojima su spomenute konstante
inhibicije (K) bilo koje vrste. S obzirom na novije rezul-
tate kojima je utvrden i kvantificiran vrlo velik broj inhi-
bicija u dvama razli¢itim sustavima cijanolize i azidolize
derivata stiren-oksida s varijantama HheC enzima,?*2° vrlo
je izgledno da su inhibicije prisutne i u drugim sinteza-
ma kataliziranim HHDH enzimima u literaturi. Vjerojatniji
scenarij je da inhibicije jednostavno nisu primijecene zbog
uskih raspona koncentracija u kojima su prethodna istrazi-
vanja bila provedena. Npr. u novijim istrazivanjima® kon-
centracija (R)-3F-epoksida varirana je u rasponu od 0 do
150 mM, pri ¢emu je inhibicija od strane supstrata vidljiva
samo pri koncentracijama iznad 10 mM. Za usporedbu,
pri testiranju aktivnosti enzima prema specificnim supstra-
tima u postojecoj literaturi najcesce se rabe koncentracije
izmedu 2 i 5 mM.¥#

Cak i uz manjak kinetickih podataka u prethodno dostu-
pnoj literaturi mogu se povuéi odredene paralele s no-
vijim radovima. Jedan primjer je rad Wana i sur., koji su
ispitivali HheG-kataliziranu sintezu 4-ariloksazolidinona iz
derivata stiren-oksida s razlicitim supstituentima u meta- i
para-polozaju.** Naime, autori su proveli testiranje utjeca-
ja pocetnih uvjeta na ishod biokataliticke reakcije (Y, ee)
sa stiren-oksidom kao predstavnikom ispitivanih supstra-
ta. Otkrili su da primjena koncentracija supstrata od 5 do
30 mM rezultira iskoristenjima na produktu iznad 75 %, ali
pri visim koncentracijama vrijednost znatno pada, pri cemu
rezultirajuce iskoristenje iznosi samo oko 50 % s 50 mM
stiren-oksida. Autori nisu ponudili moguce objasnjenje za
takav pad vrijednosti iskoristenja, ve¢ su samo prihvatili ¢i-
njenicu da sinteza ima prihvatljiv ishod kad se primjenjuju
umjerene pocetne koncentracije supstrata. Uzimajuéi u
obzir sadasnja saznanja o brojnim inhibicijama i prikazane
rezultate Wana i sur., inhibicija je vjerojatno objasnjenje u
danom slucaju, sto bi trebalo potvrditi neovisnim kinetic-
kim mjerenjima i pracenjem enzimske aktivnosti.*?

S obzirom na kineticka ogranicenja u reakcijama sinteze
(R)-azido alkohola i (S)-hidroksi nitrila,?** znatna poboljsa-
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nja u ishodu reakcije mogu se posti¢i pazljivim odabirom
tipa reaktora i pocetnih uvjeta, pri ¢emu se minimizira uci-
nak inhibicije i drugih nepovoljnih utjecaja, poput hidrolize
supstrata. Tako je, primjerice, u sintezi (R)-azido alkohola
simulacijama prikazano da se prinos moze poboljsati pri-
mjenom repetitivnog sarznog reaktora, u kojem se supstrat
epoksid dodaje u obrocima prema njegovoj potrosnji.?®
Tim pristupom koncentracija enantiomera koji reagira u
biokatalitickoj reakciji odrzava se unutar podrucja maksi-
malne aktivnosti enzima, sto omogucuje postizanje iskori-
Stenja na produktu od 95 % uz poboljsanje selektivnosti od
100 % u usporedbi sa Sarznim reaktorom. Sli¢no tomu, pri
sintezi (S)-hidroksi nitrila simulacijama je prikazana sinteza
u repetitivnom sarznom reaktoru te u kotlastom reaktoru
s dotokom supstrata, sto rezultira Zeljenim produktom u
koncentracijama od 145 mM, odnosno 75 mM, uz ee vri-
jednost od 80 %, odnosno 90 %.

lako se prisutnost inhibicija otkrivenih u nedavnim istrazi-
vanjima ne moze siroko generalizirati za druge HHDH-ka-
talizirane reakcije bez dodatnih kinetickih istrazivanja, ili
Cak za reakcije katalizirane W249P i ISM-4 enzimima, ti bi
rezultati ipak trebali podi¢i svijest o ne samo mogucim vec
i vrlo vjerojatnim znatnim utjecajima inhibicija na tu vrstu
biokatalitickih sustava.

3.2. Istrazivanja operacijske stabilnosti HHDH enzima

Osim cinjenice da su reakcije u drugim sustavima katali-
ziranim s HHDH enzimima provodene pri niskim i uskim
koncentracijskim rasponima, inhibicije se nisu mogle uociti
ni zato $to je mjerena samo kolicina produkta nastalog na-
kon odredenog vremena. Na taj nacin nemoguce je zaklju-
Citi je li nize iskoristenje na produktu u nekim slu¢ajevima
rezultat smanjenog afiniteta enzima prema supstratu, pri-
sutnosti inhibicija od strane supstrata, produkta ili nuspro-
dukta, ili cak brze deaktivacije enzima tijekom reakcije pri
ispitivanim uvjetima. Nizi enzimski afinitet i aktivnost pre-
ma odabranom supstratu ne mogu se razlikovati od nega-
tivnih ucinaka inhibicija i deaktivacija na temelju jednog
eksperimenta za istrazivane enzime i supstrate.'"2%2

Smanjeno iskoristenje na produktu pri povisenim koncen-
tracijama reakcijskih spojeva cCesto je rezultat inhibicija.
Medutim, takvo tumacenje uvijek treba uzeti s oprezom,
bududi da se smanjenje iskoristenja na produktu pri ra-
zli¢itim koncentracijama supstrata takoder moze dogoditi
zbog smanjenja operacijske stabilnosti enzima kad je ono
ovisno o koncentraciji supstrata.**** Neki enzimi stabilni
su jedino kad su izlozeni malim organskim molekulama,
poput supstrata i produkata, na milimolarnoj ili mikromo-
larnoj skali koja odgovara koncentracijama koje se inace
susre¢u u njihovom fizioloskom okruzenju. Vise koncen-
tracije supstrata, koje su obi¢no potrebne za ekonomski
isplativu sintezu, mogu dovesti do nepovratnih promjena u
prirodnoj strukturi proteina, a posljedi¢no i do deaktivacije
enzima. Stoga je tolerancija enzima prema visim koncen-
tracijama supstrata vazan parametar pri procjeni primje-
njivosti enzima kao katalizatora za sintetske postupke na
industrijskoj razini.

lako operacijska stabilnost predstavlja jedno od najvaznijih
primjenskih svojstava biokatalizatora, na tu temu postoje



N. MILCIC et al.: Uvid u primjenska ograni¢enja halogenhidrin-dehalogenaza kroz kineticka..., Kem. Ind. 75 (5-6) (2026) 301-308

vrlo ograniceni podatci u postojecoj literaturi o HHDH.
Do 2022. niti jedno istrazivanje nije ukljucivalo utjecaj
razlicitih procesnih parametara na operacijsku stabilnost
tih enzima. Kao sto je objasnjeno u poglavlju 3.1, u vedini
istrazivanja s HHDH inhibicije enzima mogle su proci ne-
zapazeno jer su koncentracije supstrata bile preniske da
bi se takvi fenomeni mogli uociti ili sa sigurnoscu utvrditi.
Slicno tome, potencijalni problemi s operacijskom stabil-
no$¢u enzima nisu istrazeni, mozda zato $to su bili zane-
marivi ili, vjerojatnije, zato sto nisu otkriveni tijekom te-
stiranja enzimske aktivnosti pri koncentracijama supstrata
od 1 do 5 mM tijekom provodenja reakcije samo jednom
s istom Sarzom enzima, odnosno bez visestruke primjene
enzima. Osim §to utjecu na specifi¢nu aktivnost enzima
u reaktoru, tvari u reakcijskoj smjesi takoder mogu imati
negativan utjecaj na operacijsku stabilnost enzima, dovo-
dedi do strukturne degradacije proteina te posljedi¢nog
smanjenja enzimske aktivnosti.**** Zbog toga podatke o
nizoj aktivnosti pri ve¢im koncentracijama supstrata, poput
ranije opisanog slucaja iz istrazivanja Wana i sur.*?, koji su
primijetili smanjenu aktivnost HheG u sintezi 4-ariloksazo-
lidinona pri visim koncentracijama derivata stiren-oksida,
treba tumaciti s oprezom.

Smanjenje operacijske stabilnosti moze se razlikovati od
inhibicijskog ucinka provodenjem niza neovisnih mjere-
nja.***> U nedavnim studijama azidolize i cijanolize otkri-
veno je da enzimi W249P i ISM-4 gube svoju aktivnost
kad se inkubiraju s derivatima stiren-oksida pri visim kon-
centracijama, dok inkubacija s nukleofilima (CN~ i N;7)
nije imala nikakav mjerljiv ucinak na stabilnost enzima.?®29
Inkubacijska mjerenja uz pojedine reakcijske komponente
kad je enzim u “stanju mirovanja”, odnosno kad ne izvr-
Sava kataliticku funkciju jer u reakcijskoj smjesi nedostaje
npr. jedan od supstrata ili kofaktor, pokazala su se u nekim
slu¢ajevima kao dobar pokazatelj operacijske stabilnosti
enzima.* Nadalje, pracenjem aktivnosti enzima u neovi-
snim mjerenjima tijekom biokatalitickih sinteza u sarznom
reaktoru konstruirani su profili stabilnosti i procijenjene
vrijednosti konstanti deaktivacije enzima (ky). Kao sto je
predvideno na temelju inkubacijskih mjerenja u prisutnosti
supstrata epoksida a bez nukleofila azida, odnosno cija-
nida, korelacijom procijenjenih kg vrijednosti s pocetnim
koncentracijama epoksida u reaktoru pronadena je hiper-
boli¢na ovisnost smanjenja operacijske stabilnosti s pove-
¢anjem koncentracije supstrata za oba enzima (W249P,
ISM-4).2829 To zapravo znaci da koncentracija supstrata
igra odlucujucu ulogu u operacijskoj stabilnosti tih enzi-
ma. Poznavanje ovisnosti konstanti deaktivacije enzima o
pocetnim uvjetima u reaktoru predstavlja iznimno korisnu
informaciju jer omogucuje odabir uvjeta i tipova reaktora
u kojima se deaktivacija enzima moze minimizirati, sto je
od velike vaznosti za primjenu enzima.

Sliéne ovisnosti uocene su i s drugim vrstama enzima,*#
ali to su prva istrazivanja takve vrste za HHDH. Rijetka
istrazivanja koja spominju operacijsku stabilnost HHDH
odnose se na imobilizirane biokatalizatore u sintezi ECH
iz 1,3-DCP. Na primjer, Zou i sur.*® izvijestili su o visokoj
operacijskoj stabilnosti imobiliziranog divljeg tipa HheC u
spomenutoj sintezi. U radu su opisali zadrzavanje visoke
konverzije i iskoristenja na produktu ¢ak i nakon provode-
nja 50 uzastopnih reakcijskih ciklusa s istom Sarzom imo-
biliziranog enzima, navodedi da je biokatalizator zadrzao
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impresivno visoku operacijsku stabilnost. U spomenutom
slucaju pad operacijske stabilnosti enzima ¢ini se zanema-
rivim, medutim, ako se usporeduje samo konacna produk-
tivnost nakon odredenog vremena reakcije, moguca de-
aktivacija enzima takoder se ne mora uociti. Zhang i sur.*’
takoder su proucavali ECH sintezu iz 1,3-DCP s imobilizi-
ranom enzimom HheC-P1755/W249P. Autori su opisali da
se iskoristenje na produktu gotovo nije smanjilo u zadnjem
ciklusu u odnosu na prvi, isticuéi izvrsnu operacijsku sta-
bilnost. Medutim, takoder su izmijerili preostalu aktivnost
enzima nakon 45 uzastopnih serija, koja je iznosila oko
80 % pocetne vrijednosti. To znaci da je, iako je ishod re-
akcije ostao prakticki isti, pad operacijske stabilnosti ipak
nastupio, ali se nije odrazio na iskoristenje na produktu u
promatranom reakcijskom vremenu.

4. Zakljucak

Istrazivanja koja se bave kinetickim uvidima, inhibicijama
i deaktivacijama u sustavima kataliziranim HHDH enzimi-
ma od velike su vaznosti za prosirenje primjenskog poten-
cijala tih enzima. lako su neki od tih enzima obecavajuci
sa sintetske tocke gledista kad je rijec o rasponu organskih
supstrata i nukleofila koje prihvacaju te stereoselektivnosti
reakcija, kineticke karakteristike mogu predstavljati ograni-
Cenje za daljnju primjenu. Inhibicije supstratima, produk-
tima, nusproduktima i otapalima mogu uvelike smanijiti
aktivnost enzima, $to negativno utjeCe na ishod reakcije.
Stoga, kad se radi s enzimima iz te skupine, treba uzeti
u obzir vjerojatnost prisutnosti sli¢nih kinetickih ogranice-
nja, kao onih ovdje razmotrenih te ih karakterizirati u ranoj
fazi testiranja novih varijanti enzima. lako su proucavane
inhibicije u specificnim reakcijama azidolize i cijanolize,
rezultati upucuju na to da bi sli¢ni fenomeni mogli biti, i
najvjerojatnije jesu, prisutni i u drugim reakcijama kata-
liziranim HHDH. Takva saznanja naglasavaju potrebu za
sveobuhvatnim kinetickim studijama u razli¢itim reakcij-
skim sustavima da bi se bolje razumijeli negativni ucinci
te da bi se ublazio njihov utjecaj u sintetskim primjenama
Sto je vise moguce. Isto tako, operacijska stabilnost HHDH
u reakcijskim uvjetima preduvjet je za njihovu praktic-
nu primjenu. Jedine sveobuhvatne studije o operacijskoj
stabilnosti HHDH pokazale su da visoke koncentracije
supstrata dovode do deaktivacije obje varijante enzima,
smanjujuci ukupnu ucinkovitost biokatalitickih procesa.
Detaljna kineticka mjerenja i procjene stabilnosti kljucni
su koraci u karakterizaciji enzima za Siru upotrebu, bududi
da poznavanje tih ogranicenja moze dovesti do primjene
strategija za smanjenje njihovih ucinaka. Poboljsanja se
teoretski mogu postici razlicitim strategijama, na primjer
dizajnom reaktora, promjenom reakcijskog medija i imo-
bilizacijom biokatalizatora. Reaktori se mogu projektirati i
pocetni uvjeti odabrati tako da osiguraju kontakt enzima
s inhibitorom u koncentraciji u kojoj se ucinak inhibicije
svodi na minimum. Na primjer, u slucaju inhibicije sup-
stratom u Sarznom reaktoru s dotokom moguce je dozira-
ti supstrat u koncentraciji koja ¢e osiguravati maksimalnu
brzinu reakcije. Takoder, dvofazni sustav mogao bi omo-
guditi nizu koncentraciju inhibitora otopljenog u vodenoj
fazi koja sluzi kao spremnik enzima, dok bi imobilizacija
enzima mogla poboljsati operacijsku stabilnost i omogu-
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¢iti kontinuirani nacin rada. Da bi se smanjila potreba za
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velikim koli¢inama enzima i vremenima trajanja reakcije,

koja su Cesto prisutna da bi se prevladale inhibicije i deak-

tivacije enzima, mogu se primijeniti strategije optimiranja

i intenzifikacije procesa, pri ¢emu je znanje o kinetickim

ogranicenjima osnova za njihov razvoj.

PNSO
rac-3F-epoksid

rac-F-epoksid

— para-nitro stiren oksid

— para-nitro styrene oxide

— rac-2-[4-(trifluormetil)fenil]loksiran

— rac-2-[4-(trifluoromethyl)phenyl]oxirane
— rac-2-(4-fluorofenil)oksiran

— rac-2-(4-fluorophenyl)oxirane

(S)-hidroksi nitril — (S)-3-(4-fluorofenil)-3-hidroksipropanonitril

ZAHVALA Vv

Ovaj pregledni rad nastao je na temelju saznanja prikuplje-
nih tijekom projekta podrzanog od strane Hrvatske zakla- Y
de za znanost (HrZZ, IP-2018-01 4493).

Popis kratica i simbola

- (5)-3-(4-fluorophenyl)-3-
hydroxypropanonitrile

— maksimalna brzina reakcije, Umg™'

— maximum reaction rate, Umg™’

— iskoristenje, %

—yield, %
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List of abbreviations and symbols

BPP
ccp
CMP
COBE
CPE
DBP
DCP
DMSO
ECH

ee
HHDH
HheC
HheC-ISM-4

HheC-W249P

HheG

kg

1.

— 1-bromo-2,3-propandiol

— 1-bromo-2,3-propandiol

— 1-kloro-2-propanol

— 1-chloro-2-propanol

— 1-kloro-2-metil-2-propanol

— 1-chloro-2-methyl-2-propanol
— 4-kloroacetoacetat 3
— 4-chloroacetoacetate

— 2-kloro-1-feniletanol
— 2-chloro-1-phenylethanol

- 1,3-dibromo-2-propanol 4.

—1,3-dibromo-2-propanol

—1,3-diklor-2-propanol

—1,3-dichloro-2-propanol

— dimetil sulfoksid

— dimethyl sulfoxide

— epiklorohidrin 5
— epichlorohydrin

— enantiomerni visak

— enantiomeric excess

— halogenhidrin-dehalogenaza 6.

— halohydrin dehalogenase

— C tip HHDH enzima

— C-type of HHDH enzyme

— termostabilna HheC varijanta 7

— thermostable HheC variant

— HheC varijanta s izmijenjenim Trp i Pro
aminokiselinama na poziciji 249

— HheC variant with exchanged Trp and Pro 8
amino acids on position 249

— G tip HHDH enzima
— G-type of HHDH enzyme

— konstanta deaktivacije enzima, min™"

— enzyme deactivation constant, min~" 9.

— konstanta inhibicije, mM
— inhibition constant, mM

— Michaelisova konstanta, mM
— Michaelis constant, mM

10.

— para-nitro-2-bromo-1-feniletanol
— para-nitro-2-bromo-1-phenylethanol
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SUMMARY

Insights into Application Limitations of Halohydrin Dehalogenases
through Kinetic Studies

Nevena Milci¢,>" Martina Sudar?® Maja Majeric Elenkov,® and Zvjezdana Findrik BlaZevic?

Biocatalysis is gaining increasing importance as a scientific discipline in the field of asymmetric
synthesis of pharmaceutical compounds and specialised chemicals, and has shown significant
progress in industrial applications in recent years. For biocatalytic processes to be successfully
developed, optimised, and integrated into industrial synthesis, they must be examined from mul-
tiple perspectives, e.g., from protein engineering for the design of new enzymes, through organic
chemistry in planning synthetic pathways, to reaction engineering for process design and optimi-
sation. This paper focuses specifically on halohydrin dehalogenases (HHDHs), a group of enzymes
with great potential that, despite their promise, remain insufficiently explored. HHDHs catalyse
the ring-opening reactions of epoxides in the presence of various nucleophiles, leading to the
formation of new C—C, C—0O, C-S, and C—N bonds, and the synthesis of -substituted alcohols.
This property makes HHDHSs valuable enzymes for the production of important compounds such
as drugs, agrochemicals, and fine chemicals. Despite the justified significant interest shown by the
scientific and industrial community toward this group of enzymes, which has consequently led
to the implementation of HHDH-catalysed reactions in pharmaceutical production, the kinetic
characteristics of this group remain largely unknown. Challenges such as various enzyme inhibi-
tions and decreased operational stability under synthetically relevant conditions are still poorly
explored. Since addressing these issues through detailed kinetic studies is crucial for expanding
the practical applications of HHDH in synthetic processes, this review paper is conceived as a dis-
cussion of recent and relevant research on the kinetic characteristics and limitations of this group
of enzymes, collected over several years of practical experience and laboratory work with HheC
from Agrobacterium radiobacter and its variants, primarily in the synthesis of fluorinated p-azido

alcohols and B-hydroxy nitriles.
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