Adres do korespondencji

Gniewomir Latacz,
Katedra Technologii

| Biotechnologii Srodkéw
Leczniczych,

Collegium Medicum,
Uniwersytet Jagiellofski,
ul. Medyczna 9,

30-688 Krakow;

e-mail:
glatacz@cm-uj.krakow.pl

biotechnologia

2 (73) 189-205 2006

PRACE PRZEGLADOWE

Hydantoinazy, ich znaczenie, podziat
| zastosowanie w biotechnologii

Gniewomir Latacz, Elzbieta Pekala, Katarzyna Kie¢-Kononowicz

Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Collegium
Medicum, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw

Hydantoinases - significance and applications in biotechnology
Summary

Hydantoinase is an industrial enzyme widely used for the synthesis of
nonnatural D- or L-amino acids. Optically pure amino acids are required for pro-
duction of semisynthetic antibiotics, active peptides or agrochemicals such as
pesticides, herbicides, pyrethroides, and are important as feed and food addi-
tives. Major advantages of application of hydantoinase in industry are: high effi-
ciency, stereoselectivity, easy production of substrates for enzyme and environ-
ment friendly alternative to chemical methods.
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1. Wprowadzenie

W przemysle farmaceutycznym, ze wzgledéw ekonomicznych
i ekologicznych stosowane sg metody biosyntetyczne otrzymy-
wania zwigzkow biologicznie aktywnych. Zastuguja one na szcze-
g6lna uwage. W metodach tych wykorzystuje sie zdolnosci enzy-
matyczne zywych mikroorganizméw lub komérek roslinnych do
przeprowadzenia reakcji biotransformacji. Obok reakcji biosyn-
tetycznych, w ktorych wykorzystuje sie kultury komorkowe
opracowywane sg réwniez coraz doskonalsze i wydainiejsze me-
tody polegajace na pozyskiwaniu czystych enzyméw i prepara-
téw enzymatycznych. Z punktu widzenia przemystu farmaceu-
tycznego, jak réwniez spozywczego wazne jest naturalne pocho-
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dzenie enzyméw, a co za tym idzie, ich mata toksycznos¢ lub jej brak (1), Najwaz-
niejszymi cechami enzymoéw bioracych udziat w procesach biotransformacji sa:

- specyficznosc¢, czyli aktywnos¢ katalityczna w stosunku do jednego typu reakcji;

- regiospecyficznos¢, czyli atakowanie czasteczki substratu w cisle okreslonym
miejscu;

- stereospecyficznos$¢, aktywne centrum enzymu ma strukture asymetryczna,
dzieki czemu enzym rozpoznaje w mieszaninie racemicznej izomery optycznie czyn-
ne (2).

Dzieki tym wiasciwosciom mozliwe jest otrzymanie optycznie czynnych produk-
téw z bardzo duzg wydajnoscia.

W szeroko opisanej w tym artykule metodzie hydantoinazowej wykorzystuje sie
proces biotransformacji enzymatycznej, w wyniku ktérej, otrzymuje sie optycznie
czynne nienaturalne D- lub L-aminokwasy wychodzac z tanich, ogdlnie dostepnych
odczynnikow.

2. Zastosowanie D-aminokwaséw

Wplyw na regulacje funkcji zyciowych organizmu ma bardzo wiele czynnikdw,
jedna z podstawowych grup zwigzkéw wywotujacych okreslone reakcje biologiczne
w organizmie sg peptydy. Budowe peptydowg maja takie substancje regulujace jak:
hormony, czynniki wzrostu, neuroprzekazniki, cytokiny, modulatory kanatéw jono-
wych, inhibitory enzymdw. Z farmakologicznego punktu widzenia niezmiernie wazna
jest analiza biologicznie aktywnych peptydéw metodami chemicznymi i biofizyczny-
mi. Pozwala ona ustali¢ zaleznos¢ pomiedzy ich budowg a aktywnoscig. Umozliwia to
racjonalne projektowanie nowych aktywnych czastek, poniewaz sekwencja, topogra-
fia oraz konformacja peptydoéw jest Scisle powigzana z ich aktywnoscig oraz funkcjg
w procesach regulacji. Ta podstawowa znajomos$¢ umozliwia nam modyfikacje danego
peptydu, dzieki ktérej poprawia sie jego wydajnos$é, wzrasta aktywnos¢, selektyw-
nos¢, jak réwniez odwraca sie kierunek dziatania liganda z agonistycznej na antagoni-
styczng tub odwrotnie (3). Jedng z mozliwosci modyfikacji peptyddw jest zamiana
w ich strukturze pierwszorzedowej aminokwaséw o konfiguracji L- na enancjomery
z szeregu D. Okresla sie w ten spos@b stereostrukturalne wymagania poszczeg6lnych
podstawnikow podczas interakcji liganda z receptorem oraz udziat w reakcji struktury
drugorzedowej. Zamiana chocby jednego aminokwasu powoduje zmiany takich ele-
mentéw budowy peptydu jak a-helisa, p-skret, struktura nieuporzadkowana (4).

Niektore peptydy, bedace analogami hormonodw, zawierajgce D-aminokwasy sg
stosowane z powodzeniem jako leki. Modyfikacja macierzystej struktury miata na
celu polepszenie trwatosci i odpornosci na hydrolize, jak réwniez w niektorych
przypadkach uzyskanie dziatania antagonistycznego lub zwigkszenie powinowac-
twa do receptora. Do lekéw z grupy zmodyfikowanych D-aminokwasami hormonéw
peptydowych nalezg: oktreotyd - bedacy analogiem hormonu podwzgérza soma-

190 PRACE PRZEGLADOWE



Hydantoinazy, ich znaczenie, podziat i zastosowanie w biotechnologii

acylaza
penicylanowa

6-AP (kwas 6-aminopenicylanowy) D-p-hydroksyfenyloglicyna

Rys. 1. Synteza amoksycyliny z udziatem D-aminokwasu.

tostatyny, desmopresyna - analog wazopresyny, gonadorelina, goserelina, buse-
relina - analogi gonadoliberyny (5,6). Wiele spo$réd zmodyfikowanych analogéw
goradoliberyny znajduje sie obecnie w fazie badan klinicznych, jednym z niedawno
wprowadzonych na rynek jest lek o nazwie cetrorelix - zmodyfikowany w pozy-
cjach 2 i 6 analog gonadoliberyny (7). D-aminokwasy oprécz waznej roli, jakag petnig
w poszukiwaniu modyfikowanych peptydéw aktywnych farmakologicznie majg row-
niez inne zastosowanie. Wykorzystywane sg w syntezie potsyntetycznych antybioty-
kév/ p-laktamowych; D-fenyloglicyna i jej p-hydroksypochodna sg potproduktami
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w syntezie ampicyliny, amoksycyliny (rys. 1), cefadroksylu oraz cefaleksyny (8). En-
zymatyczna synteza p-hydroksy-fenyloglicyny na potrzeby przemystu farmaceutycz-
nego wynosita pod koniec lat dziewiecdziesigtych XX w. ponad 1000 ton rocznie
(12). Zapotrzebowanie na D-aminokwasy jako pétprodukty do syntezy antybiotykow
bedzie systematycznie wzrasta¢ wraz z wprowadzaniem na rynek nowych potsynte-
tycznych antybiotykéw takich jak: cefbuperzon, aspoksycilina, cefpiramid (9).
D-aminokwasy stosowane sg réwniez do syntezy preparatu o nazwie fluwanilat,
zwalczajacego chorobe pasozytniczg pszczot oraz do syntezy pyretroidow - $rod-
kéw ochrony roslin. D-aminokwasy wykorzystywane sg réwniez w przemysle spo-
zywczym do syntezy sztucznego stodzika o nazwie alitam (8,10).

Tabela 1
Zastosowanie niektorych D-aminokwaséw w przemysle
Aminokwas Zastosowanie w przemysle
D-alanina spozywczy — sztuczny stodzik (alitam)
D-fenyloglicyna farmaceutyczny - antybiotyk (ampicylina)
D-p-hydroksyfenyloglicyna farmaceutyczny - antybiotyk (amoksycylina)
D-walina pszczelarski - pyretroid (fluwalinat)
D-seryna farmaceutyczny - antybiotyk (D-cykloseryna)

3. Zastosowanie L-aminokwasow

Aminokwasy wystepujace w przyrodzie w wigkszosci sg L-enancjomerami. W prze-
mysle spozywczym jako substancje smakowe stosowane sg: kwas L-glutaminowy w
postaci monoglutaminianu sodu (MNG), kwas L-asparaginowy, L-cystyna, L-alanina.
Produkcja L-aminokwasow takich jak L-treonina, L-tryptofan, L-fenyloalanina jest liczo-
na w tonach, natomiast w przypadku L-lizyny produkcja dochodzi nawet do 100 000
ton rocznie (8,10). Aminokwasy te stosowane sg jako dodatki do pasz lub produktéw
spozywczych, a ich produkcja odbywa sie gtdwnie w procesie fermentacji. Niektore
nienaturalne L-aminokwasy znajduja zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, np.
L-homofenyloalanina przy produkcji inhibitoréw konwertazy angiotensynowe;j (8).

Tabela 2

Zastosowanie niektérych L-aminokwaséw w przemysle

Aminokwas Zastosowanie w przemysle
! 2

L-metionina rolniczy - dodatek do pasz

L-lizyna rolniczy - dodatek do pasz
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2

L-fenyloalanina spozywezy - sztuczny stodzik (aspartam)
ikwas L-asparaginowy spozywezy — sztuczny stodzik (aspartam)
L-homofenyloalanina farmaceutyczny - inhibitory konwertazy angiotensynowej (enalaprii, benazepril,

chinapril, delapril, cilazapril, ramiprii, lizynoprii)

4. Metoda hydantoinazowa w syntezie D- i L-aminokwaséw

Ze wzgledu na szerokie zastosowanie stale podejmowane sg wysitki majace na
celu otrzymanie D- i L-aminokwasdw z duzg enancjoselektywnosciag i wydajnoscia.
Enancjomery aminokwaséw mozna otrzymac¢ stosujac rozne metody biotechnolo-
giczne, w ktorych mozemy rozroznic:

1) fermentacje;

2) synteze enzymatyczng, do ktérej naleza:

- asymetryczne przylaczenie grupy aminowej,

- asymetryczne reduktywne aminowanie,

- ,rozkfad racematu” w wyniku hydrolizy jednego izomeru substancji race-
micznej (11).

Metoda hydantoinazowa jest syntezg enzymatyczng polegajaca na rozktadzie ra-
cemicznej substancji wyjsciowej metodg enzymatycznej hydrolizy. Substratami do
reakcji sg D,L-5-monopodstawione pochodne hydantoiny. Synteza aminokwaséw
przebiega w dwdch etapach. W pierwszym etapie nastepuje enzymatyczne roz-
szczepienie pierscienia jednego z enancjomeréw 5-monopodstawionej pochodnej
hydantoiny w wyniku dziatania hydantoinazy (3.5.2.2. EC). Otrzymany zwigzek po-
$redni to L lub D-N-karbamyloaminokwas, ktéry w kolejnym etapie w procesie de-
karbamylacji zostaje przeksztatcony w odpowiedni L- lub D-aminokwas (rys. 2).

Istniejg dwie mozliwosci przeprowadzenia dekarbamytacji w metodzie hydantoi-
nazowej: chemiczna oraz enzymatyczna. Zaleta chemicznej dekarbamytacji, pole-
gajacej na diazowaniu N-karbamyloaminokwasu przy uzyciu kwasu azotowego (111)
w $Srodowisku kwasnym jest stosunkowo niski koszt oraz dostepnos¢ odczynnikdw.
Reakcja przebiega réwniez dos¢ tatwo. Jednak niektére aminokwasy (np. tryptofan,
cytrulina, pirydyloalanina) sg nietrwate w tych warunkach reakcji (13). Dlatego tez
nieocenione zastugi przynosi metoda dekarbamyitacji enzymatycznej za pomoca
N-karbamyloaminokwasowych amidohydrolaz (N-karbamylaz) (3.5.1. EC), dzieki kt6-
rym mozna uzyska¢ aminokwasy, ktore sg nietrwate w Srodowisku diazowania.

Kolejng zaletg uzycia tych enzymow jest to, ze jesli reakcja katalizowana przez
hydantoinazy nie jest enancjospecyficzna (12,14,15) to uzycie odpowiedniej karba-
mylazy w drugim etapie zapewnia czysto$¢ optyczng produktow (16). Do gtdwnych
wad stosowania N-karbamylaz w metodzie hydantoinazowej zaliczy¢ trzeba przede
wszystkim nietrwato$¢ tego enzymu. Karbamylaza jest wrazliwa na temperature
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D,L-5-monopodstawione
pochodne hydantoiny

racemizaciaw h
L-hydantoinaza D-hydantoinaza
N-karbamylo-L-aminokwas N-karbamylo-D-aminokwas
N-karbamylaza N-karbamylaza
lub lub
HCI1/NaNO, HCI/NaNOo

L-aminokwas

Rys. 2. Schemat otrzymywania aminokwaséw metodg hydantoinazowa.

oraz czynniki chemiczne, szczegOlnie utleniajace; enzym gwattownie traci aktyw-
no$¢ w obecnosci tlenu lub wody utlenionej (17). Uzywajac mikroorganizméw dys-
ponujacych zaréwno hydantoinazg jak i karbamylaza reakcje mozna przeprowadzié
w jednym procesie, bez koniecznosci rozdzielania poszczegélnych etapéw.
Przyktadem wykorzystania reaktywnosci obu enzymoOw jest metoda otrzymywania
D-aminokwasu przy uzyciu szczepu Agrobacterium radoidobacter, gdzie substratem
dla reakcji enzymatycznej jest D,L-4-hydroksyfenylohydantoina. Metode te opraco-
wano na poczatku lat osiemdziesigtych XX w.; stuzyta ona do otrzymywania D-p-hy-
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droksyfenyloglicyny na skale przemystowsg (18). Wydajnos¢ enzyméw produkowa-
nych przez szczepy A. radoidobacter okazata sie niezadowalajaca. Dowiedziono, ze
wplyw na to miata niestabilno$¢ i wrazliwos¢ karbamylazy oraz niedoskonatosci sa-
mego mikroorganizmu. Okazato sie, ze bakterie te sg bardzo wrazliwe na infekcje
bakteriofagowe, a biokataliza z ich udziatem wymaga statego dodawania indukto-
réw - pochodnych hydantoiny lub dihydropirymidyny (19,20). W udoskonaleniu tej
metody nieocenione zastugi przyniosty narzedzia inzynierii genetycznej.
Wyizolowano geny karbamylazy i hydantoinazy z A. radoidobacter, a nastepnie
wprowadzono za pomocg wektora plazmidowego do Escherichia coli. Rekombinowa-
ne szczepy bakteryjne wytwarzaty oba enzymy, ktére w sposdb bardzo efektywny
przeksztatcaty D,L-5-monopodstawione pochodne hydantoiny. Najwyzszg, dwukrot-
nie wiekszg wydajnos$é produkcji D-aminokwasu w odniesieniu do szczepOw prze-
mystowych A. radoidobacter uzyskano w temperaturze 25°C oraz przy odpowiedniej
kolejnosci gendw, gdzie gen kodujacy N-karbamylaze poprzedzat gen dla hydantoi-
nazy. Wykazano, ze na efektywnos¢ procesu wytwarzania aminokwasu ma bardzo
duzy wplyw poziom powstajacej N-karbamylazy. Nadmierne stezenie tego enzymu
w komarce ogranicza szybko$é i wydajnosé reakcji (19). Bardzo waznym czynnikiem
wpltywajacym na produkcje aminokwasu jest mozliwo$¢ spontanicznej racemizacji
mieszaniny D,L-5-monopodstawionych pochodnych hydantoiny. Umozliwia ona na-
wet 100% przeksztatcenie substratu do odpowiedniego aminokwasu. Dobor warun-
kow reakcji, przy ktorych nastepuje racemizacja zalezny jest od rodzaju podstawni-
ka przy atomie C5 pierscienia hydantoiny. Racemizacja moze nastapi¢ w podwyz-
szonej temperaturze w Srodowisku alkalicznym lub w obecnosci racemazy hydantoi-
nazowej, przy czym pochodne aromatyczne racemizujg bardzo tatwo w podwyzszo-
nym pH natomiast pochodne alifatyczne wymagajg uzycia racemaz hydantoinazo-
wych. Dlatego tez oprécz genéw kodujacych hydantoinaze i N-karbamylaze koeks-
presji w E. coli poddano racemaze hydantoinowg i zastosowano do produkcji
D- oraz L-aminokwaséw (21,22). Do badan wyselekcjonowano szczepy Arthrobacter
aurescens DSM 3747 i DSM 3745. Te szczepy bakterii nalezg do grupy niewielu po-
znanych do tej pory mikroorganizmow, zdolnych do przeprowadzenia reakcji otrzy-
mywania czystych L-aminokwasoéw. Wyizolowane z bakterii geny racemazy, L-N-kar-
bamytazy oraz L-hydantoinazy wprowadzono do Escherichia coli przy uzyciu réznie
skonstruowanych wektoréw plazmidowych (do plazmidéw: pSCIOIl, pACYC184
i pBR322 wprowadzono pojedynczo geny enzymow hydantoinazy i karbamylazy lub
potaczone karbamylazy i racemazy). Konsekwencijg roznej konstrukcji plazmidéw
byta ekspresja biatek na r6znym poziomie. Kazdy z plazmidéw posiadat promotor
ramnozowy, ktéry umozliwiat kontrolowang ekspresje biatek enzymu poprzez regu-
lacje transkrypcji. Przeprowadzone badania umozliwity wyselekcjonowanie takiego
zestawu plazmiddéw i zawartych w nich genéw, po ktoérych wprowadzeniu aktyw-
no$¢ enzymatyczna rekombinowanych komérek byta najwieksza. Stworzono w ten
sposéb bardzo efektywny, ztozony z catych komoérek system biokatalityczny, ktéry
zastosowano do syntezy L-tryptofanu (21). Dzieki odpowiednio dobranej ekspresji
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biatek mozliwe bylo otrzymanie korzystnych dla wydajnosci catego procesu ilosci
enzyméw skoordynowanych z iloScig przetwarzanych substratow. Obecno$¢ race-
mazy wptyneta na catkowite przetworzenie D,L-5-(3'-indolilo-metylo)hydantoiny do
L-tryptofanu. W poréwnaniu do Arthrobacter aurescens ilos¢ wyprodukowanego
przez rekombinowane komorki E. coli L-tryptofanu wzrosta nawet sze$ciokrotnie
(21). W przypadku D-aminokwasow zastosowano identyczng procedure. Wyizolo-
wano i sklonowano w £ coli geny odpowiedzialne za ekspresje racemazy hydantoi-
nazowej, D-N-karbamylazy oraz D-hydantoinazy. Wyodrebniono szczepy o najwyz-
szej aktywnosci i przeprowadzono préby otrzymania D-aminokwaséw. Otrzymano
z wysokg wydajnoscig (98") D-fenyloalaning, D-tyrozyne, D-tryptofan, D-waline, D-nor-
wating, D-leucyne, D-norleucyne, oraz 0-benzylo-D-seryne. Opisany system charak-
teryzuje ponadto wysoka enacjoselektywno$é (ee = 99%) (22).

W celu zwiekszenia efektywnosci oraz stabilnosci hydantoinazy i N-karbamylazy
stosuje sie rowniez techniki immobilizacyjne. Uzywajac rozne metody immobilizacji -
adsorpcyjne, kowalencyjne, inkluzyjne, osiggnieto bardzo obiecujgce rezultaty. Jako
trwalsze i w zwigzku z tym, praktyczniejsze do wykorzystania w przemysle stosowane
sg metody kowalencyjne. Przy immobilizacji hydantoinaz i karbamylaz z A. aurescens
DSM 3747 postuzono sie m.in. dwiema metodami kowalencyjnymi: oksiranowsa oraz
karbodiimidowa (23). W metodzie oksiranowej wigzanie do nos$nika (niemodyfikowa-
ne Eupergit C oraz Eupergit 250 L) odbywa sie poprzez grupy oksiranowe, natomiast
w metodzie karbodiimidowej poprzez grupy aminowe (no$nik EAH Sepharose, zmody-
fikowany poprzez wprowadzenie grup aminowych Eupergit C oraz Eupergit C 250 L)
(23). Do immobilizacji nieoczyszczonej hydantoinazy najkorzystniejszy okazat sie nie-
zmodyfikowany Eupergit C 250 L - immobilizowany na tym nosniku enzym osiggat
nawet 90 % aktywnosci wyjsciowej. Eupergit 250 Ljest najczesciej stosowanym, jak do
tej pory, nosnikiem do immobilizacji hydantoinaz. (23-25). W przypadku nieoczysz-
czonej L-N-karbamylazy stosowanie r6znych metod immobilizacji nie przynosito zado-
walajacych rezultatow, a nawet doprowadzato do spadku jej aktywnosci (nawet do 4%
aktywnosci wyjsciowej) (23,26). Dopiero immobilizacja oczyszczonego rekombinowa-
nego w £ coli enzymu na nosniku EAH Sepharose przyniosta korzystne efekty. W opty-
malnych warunkach udato sie uzyska¢ aktywnos¢ bliskg 100% (23,25). Innym no$ni-
kiem uzywanym ostatnio do immobilizacji jest chityna, ktérej uzyto w prébach immo-
bilizacji D-N-karbamylazy izolowanej z drobnoustroju A. radoidobacter. Enzym zastoso-
wano nastepnie do produkcji p-hydroksyfenytoglicyny (27).

5. Enancjoselektywnos¢ hydantoinaz

w badaniach dotyczacych wystepowania hydantoinaz w mikroorganizmach wyka-
zano wystepowanie form D-selektywnych w przewazajacej wiekszosci. Powszechnosé
wystepowania D-hydantoinaz wigze sie z wazng rolg, jakg petnig w przemianach ko-
morkowych (metabolizm nukleotyddéw - hydrolizujg pierscien dihydropirymidyny)

196 PRACE PRZEGLADOWE



Hydantoinazy, ich znaczenie, podziat i zastosowanie w biotechnologii

(15). Natomiast nie wiadomo, jaka jest naturalna funkcja L-hydantoinaz. Przypuszcza
sie, ze komorki zawierajace L-hydantoinaze sa w stanie hydrolizowa¢ niektére natural-
ne amidy i uzywac je jako jedyne Zrédto wegla i azotu, niemniej jednak naturalne sub-
straty dla tych enzymdw nie sg znane (15,21). W przypadku hydantoinaz enancjoselek-
tywno$¢ produktu reakcji zalezy zarébwno od pochodzenia enzymu jak réwniez, co waz-
ne, od substratu. Dlatego klasyfikacja tych enzymow jako D-selektywne, L-selektywne
lub nieselektywne moze by¢ nie do korica Scista. Hydantoinaza z Flavobacterium sp. kla-
syfikowana jako L-selektywna wobec D,L-indolilometylohydantoin jest D-selektywna
dla D,L-benzyloksymetylohydantoin. Ciekawg sytuacje zaobserwowano w komor-
kach Arthrobacter sp. BH20 i Arthrobacter aurescens DSM 3745, gdzie hydroliza D,L-5-mo-
nopochodnych hydantoin w zaleznosci od uzytego substratu byta scisle D- lub L-specy-
ficzna. W komdrkach Arthrobacter sp. BH20 otrzymano prawie ze 100% czystoscig
optyczng D-N-karbamoilofenyloglicyne, D-N-karbamoilometionine, D-N-karbamoilose-
ryne. Ten sam mikroorganizm moze przeprowadza¢ réwniez reakcje L-selektywnie.
Przy jego uzyciu otrzymano L-N-karbamoilotryptofan (15). Wysoko oczyszczony en-
zym pochodzacy z A. aurescens DSM 3745 jest z kolei w duzym stopniu L-selektywny
dla indolinometylohydantoiny (hadmiar enancjomeryczny %ee = 100), z tego wzgledu
byt on nazywany L-hydantoinazg. Enzym ten jest jednak nieselektywny w stosunku do
metylotioetylohydantoiny i D-selektywny wobec metylohydantoiny (%ee>60) (12).

6. Mechanizm dziatania

Badania struktury D-hydantoinazy przy uzyciu promieniowania rentgenowskiego
umozliwity doktadne okreslenie budowy centrum katalitycznego enzymu o wysokiej
rozdzielczosci (1,3 A) i jego zwigzku ze specyficzno$cig substratowg oraz stereose-
lektywnoscig (28). Badany enzym zostat wyizolowany z mikroorganizmu Thernuis sp.
(rys. 3). Wykazano, ze pierscien hydantoiny taczy sie w centrum aktywnym kilkoma
wigzaniami wodorowymi z atomami aminokwasow fancucha gtéwnego; Ser 288 (po-
miedzy atomem 03 pierScienia hydantoiny i atomem N aminokwasu, NI hydantoiny
i O Ser 288) oraz Asn 336; pomiedzy NI pierécienia hydantoiny i atomem O amino-
kwasu. Utworzony tymczasowy tetraedryczny stan przejsciowy jest stabilizowany
przez dwa jony Zn""" oraz reszte aminokwasowa Tyr 155. Enancjoslektywnos¢ i spe-
cyficzno$¢ substratowa jest zalezna od rodzaju podstawnika i jego dopasowania do
hydrofobowej Kieszeni tworzonej przez reszty aminokwasowe Leu 64, Cys 95,
Phel52, Tyr 155, oraz Phe 159. Utozenie reszt aminokwaséw w kieszeni hydrofobo-
wej determinuje spektrum substratowe enzymu. W przypadku badanej hydantoina-
zy preferowane beda hydantoiny o konfiguracji D z podstawionym pierScieniem fe-
nylowym. Gorzej akceptowane bedg juz podstawniki benzylowy czy polarny p-hy-
droksyfenylowy. W przypadku hydantoin o konfiguracji L, posiadajgcych duze pod-
stawniki dochodzi do przestrzennej kolizji z resztg aminokwasowg His 61 uniemoz-
liwiajagc zakotwiczenie substratu w centrum aktywnym w zwigzku z czym, enzym
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Rys. 3. Trojwymiarowa struktura hydantoinazy wyizolowanej z gatunku Thermus sp. Za zgoda auto-
réw (28).

bedzie dziatat wybidérczo do konfiguracji D siibstratu. Hydantoiny z nie rozbudowa-
nymi podstawnikami w pozycji 5 beda hydrolizowaly bez enancjoselektywnosci.
Brak preferencji enzymu do konkretnego enancjomeru w tym przypadku wiaze sie
z niewystgpieniem kolizji przestrzennej zadnego z enancjomeréw z regionem hy-
drofobowym (28). Udziat jonéw Zn™ Swiadczy o metalozaieznosci hydantoinaz.
Udowodniono, ze zwigzki cheiatujgce powodujg ich inaktywacje, a dodatek dwu-
wartosciowych kation6éw metali przywraca ich aktywno$¢ (12). W badaniach rentge-
nograficznych wskazano na centralne potozenie atoméw cynku w miejscu aktyw-
nym enzymu. Oba atomy #gcza sie mostkiem utworzonym poprzez aktywny jon hy-
droksylowy i karbamidowy fragment karboksylowanej lizyny. Innymi ligandami ko-
ordynujgcymi oba atomy cynku sg reszty aminokwaséw: His 183, His 239, His 59, His
61, Asp 315, oraz czasteczka wody. Podejrzewa sie, ze blisko$¢ (2,0-2,1 A) czterech
pozytywnych tadunkéw powoduje, ze w czasteczce wody taczacej atomy cynku
wigzanie wodoru jest ostabiane. Zaktywowana w ten sposéb woda dokonuje nu-
kleofilowego ataku na C-4 pierscienia hydantoiny. W kolejnym etapie dochodzi do
protonowania azotu w pozycji 3 i otwarcia pierscienia (12,28).

7. Klasyfikacja hydantoinaz wg nomenklatury EC

Hydantoinazy sklasyfikowane sg zgodnie z nomenklaturg EC jako cykliczne ami-
dazy (EC 3.5.2.). Zaréwno nazwa enzymu - hydantoinaza, jak i nazwa metody hy-
dantoinazowej wywodzg sie z faktu, ze enzym ten katalizuje hydrolize pierscienia
hydantoiny lub jej 5-monopodstawionych pochodnych.
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Te cykliczne amidazy, ktére w swoim spektrum substratowym zawieraja hydan-
toine naleza do nastepujgcych podklas:

- dihydropirymidynazy (EC 3.5.2.2.),

- karboksymetylohydantoinazy (EC 3.5.2.4),

- alantoinazy (EC 3.5.2.5.),

- N-metylohydantoinazy (EC 3.5.2.14),

- imidazy (EC 3.5.2.16).

Do nie sklasyfikowanych jeszcze wg EC enzymdw z udowodniong aktywnoscig
hydrolityczng w stosunku do hydantoiny nalezg rowniez karboksyetylohydantoina-
zy. Podziat ten opiera sie w gléwnej mierze na szeSciu poznanych do tej pory funk-
cjach metabolicznych hydantoinaz (12).

7.1. Dihydropirymidynazy (hydantoinazy, 5,6-dihydropirymidyno-aminohydro-
lazy, EC 3.5.2.2.)

Sg to enzymy efektywnie hydrolizujgce dihydrouracyl i/lub dihydrotymine (rys. 4)
biorac przez to udziat w szlaku degradacji pirymidyn u bakterii, drozdzy, roslin
i zwierzat. Petnig one bardzo wazng i niekwestionowang role w metabolizmie u czto-
wieka: 1. Odkryto, ze dihydropirymidynaza jest odpowiedzialna za katabolizm ana-
logoéw pirymidyny, uzywanych jako leki: 5-fluorouracylu (29) stosowanego w terapii
przeciwnowotworowej oraz deksrazoksanu stosowanego jako czynnik kardiopro-
tekcyjny (30). 2. Stwierdzono réwniez, ze enzym ten wykazuje wyzsze stezenie
w guzach litych niz w normalnych tkankach (29). 3. Nieprawidtowosci w funkcjono-
waniu dihydropirymidynaz i innych enzymdw bioracych udziat w procesach degra-
dacji pirymidyn moga wywota¢ szereg choréb neurotogicznych zwigzanych z niepra-
widtowym stezeniem neuroprzekaznikow: P-alaniny oraz p-aminoizomaslanu (31).

Roénie zainteresowanie dihydropirymidynazami ze wzgledu na mozliwos¢ ich
zastosowania w farmacji. Przykltadowo enzym ten moze by¢ wykorzystany do $le-
dzenia in vitro farmakodynamiki srodkéw farmaceutycznych bedacych analogami pi-
rymidyny. Ponadto informacje na temat struktury dihydropirymidynazy moga by¢
wykorzystywane do przewidywania hydrolizy nowych lekéw - analogéw dihydro-
pirymidyny lub w skriningu inhibitoréw w bazach danych (12). Gtéwnym zastosowa-
niem dihydropirymidynaz w przemysle jest metoda hydantoinazowa stosowana do
otrzymywania optycznie czynnych aminokwaséw. Uzywanie nazwy hydantoinazy
jako synonimu dihydropirymidynaz, jak sugeruje sie w nomenklaturze EC, okazuje
sie nie do konca poprawne. Z gatunku Agrobacterium sp. wyizolowano m.in. enzym
hydrolizujacy 5-monopodstawione pochodne hydantoiny, nie majacy jednak w swo-
im spektrum substratowym dihydropirymidyn (32). Inny enzym izolowany z rodzaju
Blastobacter sp. hydrolizowat zaréwno pochodne hydantoiny jak i dihydropirymidy-
ny, ale jego funkcje metaboliczne byly odmienne od dihydropirymidynaz (33).
Biorgc pod uwage te wyniki mozemy stwierdzié¢, ze dihydropirymidynazy i hydantoi-
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0
NADH +
"""""" HN NH
dehydrogenaza dihydro-
uracylu pirymidynaza
0
uracyl dihydrouracyl

3-ureido-
propionaza
COOH
NH,
P-alanina

Rys. 4. Szlak degradacji pirymidyn.

nazy nie sg do konca tymi samymi enzymami. By¢ moze w najblizszym czasie docze-
kamy sie drobnych zmian w systematyce tych enzyméw.

7.2. Alantoinazy (alantoinoamidohydrolazy, EC 3.5.2.5.)

Alantoinazy sa enzymami biorgcymi udziat w szlaku degradacji puryn, scislej w prze-
ksztatceniu alantoiny w kwas alantoinowy (rys. 5). Niektore alantoinazy sg zdolne do
hydrolizy metyloalantoiny oraz 5-aminchydantoiny, aczkolwiek z bardzo matg wydajnos-
cia. jezeli chodzi o zastosowanie alantoinaz, brak jest dotychczas doniesien na temat
wykorzystania tych enzymow do produkcji aminokwasow. Wigze sie to najprawdopo-
dobniej z ich wysoka specyficznoscig substratows i matg enancjoselektywnoscia (12).

7.3. Karboksymetylohydantoinazy (L-karboksymetylohydantoino-amidohydro-
lazy (EC 3.5.2.4.)

Enzymy te katalizuja reakcje bedaca odgatezieniem gtéwnego szlaku degradacji
pirymidyn. Hydrolizuja karboksymetylohydantoiny do enancjoselektywnych pochod-
nych kwasu asparaginowego (N-karbamoilo-kwas-L-asparaginowy). Pochodne te za
pomoca ureidosukcynazy przeksztatcane sa do kwasu-L-asparaginowego (rys. 6).
Spektrum substratowe i wiasciwosci tego enzymu ograniczajg sie do tych reakgcji.
Teoretycznie istnieje zatem mozliwos¢ wykorzystania karboksy-metylohydantoina-
zy do biotechnologicznej produkcji kwasu-L-asparaginowego (12).
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kwas moczowy

O~NOH
NHc NH.
alantoinaza
0 N N
H H

kwas alantoinowy

Rys. 5. Fragment szlaku degradacji puryn z udziatem alantoinaz.

HOOC P HOOC
HN4{ ANH HoO
Y dihydroorotaza
kwas L-4,5-dihydroorotowy kwas N-karbamylo-L- L-karboksymetylo-
asparaginowy hydantoina

ureido-

sukcynaza
HOOC.

Y'Y COOH

NH2

kwas L-asparaginowy

Rys. 6. Funkcje karboksymetylohydantoinaz w szlaku degradacji pirymidyn.

7.4. Karboksyetylohydantoinazy (nie ujete w nomenklaturze EC)

Sg to enzymy wiaczone w szlak degradacji histydyny. Katalizujg reakcje hydroli-
zy kwasu hydantoino-propionowego do kwasu N-karbamoilo-L-glutaminowego
(rys. 7). Wykazano, ze r6zne mikroorganizmy zawierajace karboksyetylohydantoina-
ze produkowaty w 90% czysty enancjomer kwasu-L-glutaminowego z racemicznych
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HOOC

kwas hydantoino- kwas N-karbamoilo-L-
propionowy glutaminowy

Rys. 7. Fragment szlaku degradacji histydyny z udziatem karboksyetylohydantoinazy.

karboksyetylohydantoin. Enancjoselektywnos$¢ karboksyetylohydantoinazy w tej re-
akcji nie zostata dowiedziona. Byé moze za otrzymanie optycznie czystego kwa-
su-L-glutaminowego odpowiada drugi enzym, katalizujacy hydrolize /V-karbamoilo-
pochodnej do aminokwasu (12), Poniewaz istnieje duzo taniszych metod otrzymywa-
nia kwasu glutaminowego, jak chociazby fermentacja (34), brak jest zastosowan
tych enzymdéw w przemysle.

7.5. A"-metylohydantoinazy (7V-metylohydantoinoamidohydrolazy EC 3.5.2.14)

Sg to ATP-zalezne (34) enzymy hydrolizujgce N-metylohydantoine do N-karbamoilo-
sarkozyny. Reakcja ta jest drugim etapem mikrobiologicznej degradacji kreatyniny (rys. 8)
(13). Wykazano, ze enzymy te katalizuja réwniez ATP zalezna hydrolize hydantoiny
oraz D,L-5-monopodstawnych hydantoin. Wobec D,L-5-monopodstawionych hydantoin
enzymy te wykazujg L-specyficznosé, cho¢ ich zastosowanie komercyjne jest ograniczo-
ne przez wymagania zwigzane z dostarczeniem odpowiedniej ilosci ATP (35). N-metylo-
hydantoinazy mogg by¢ zastosowane do analizy zawarto$ci kreatyniny w ptynach ustro-
jowych. Parametr ten jest niezwykle wazny w diagnostyce schorzeh nerek (36,37).

7.6. Imidazy (EC 3.5.2.16)

Imidazy katalizujg reakcje hydrolizy suksimidu do amidu kwasu bursztynowego
(33). Dalsza przemiana amidu za pomocg amidazy doprowadza do powstania kwasu
bursztynowego, ktory zostaje wigczony do cyklu Krebsa (rys, 9). Imidazy posiadajg
szerokie spektrum substratowe - poczawszy od réznych imidéw poprzez dihydro-
pirymidyny, na hydantoinie skonczywszy. W odréznieniu od dihydropirymidynaz
enzymy te nie hydrolizujg D,L-5-monopodstawionych hydantoin, nie moga by¢ za-
tem wykorzystane do syntezy optycznie czynnych aminokwaséw. Roznice w budo-
wie podjednostek, sktadzie oraz specyficznosci substratowej wskazujg na odmien-
no$¢ od pozostatych hydantoinaz (12).
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8. Podsumowanie i perspektywy dalszych badan

Omowione w tym artykule enzymy z grupy hydantoinaz moga znalez¢ szerokie
zastosowanie w przemysle farmaceutycznym, jako narzedzie otrzymywania czys-
tych L- lub D-aminokwaséw, dlatego prowadzi sie badania majgce na celu udoskona-
lenie i poszerzenie ich spektrum zastosowan. Prowadzone sg prace nad izolacjg
i otrzymywaniem rekombinowanych i termostabilnych enzymoéw (25). Prowadzenie
proceséw w podwyzszonej temperaturze moze zwieksza¢ rozpuszczalnosc i race-
mizacje hydantoin. Otrzymywanie rekombinowanych enzymow moze obnizy¢ kosz-
ty tych biokatalizatoréw zwiekszajac konkurencyjno$¢ metody hydantoinazowej
(38). W przysztosci, dzieki poznaniu struktury tych enzymow oraz spokrewnionych
z nimi karbamylaz i racemaz bedzie mozliwe zaprojektowanie zmodyfikowanych
enzymow o wiekszej stabilnosci i stereoselektywnosci, ktdre mogtyby znalezé za-
stosowanie w biotechnologii.
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