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Perspectives of biocatalysis

Summary

The report presents the most perspective directions of recent studies 
within the area of applied biocatalysis that are aimed at widening of the scope 
of its applications in diverse fields, from the industrial chemical synthesis to 
health and environment protection. Both known types of natural biocatalysts 
and the artificial catalytic molecules derived from them have been described. 
Current advances in the investigations into extremophilic organisms and their 
unusual enzymes have been also shown. The highest attention has been focused 
on some sophisticated methods of the improvement of natural catalytic pro
teins, particularly on their directed molecular in vitro evolution. The latest 
methods of enzyme immobilization and reaction medium engineering that sig
nificantly increased the number of their practical applications have been also re
ported.
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1. Wstęp

Ogólnobiologiczne i aplikacyjne znaczenie badań w obszarze 
biokatalizy, początki których sięgają XIX w., systematycznie roś
nie. W opinii Marrsa i in. (1), cytuję: „po fali badań farmaceutycz
nych i agrobiotechnologicznych, które zdominowały minione 
piętnastolecie rozwoju biotechnologii, przemysłowa biokatałiza
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jest postrzegana jako trzecia fala biotechnologii”, co potwierdzają m.in. analizy 
ekonomiczne OECD (2). jej sercem - jak to określili cytowani autorzy - jest bioka- 
talizator.

Biokatalizator, rozumiany jeszcze najczęściej jako natywne lub modyfikowane 
specyficzne białko enzymatyczne, bądź też indywidualna komórka o określonych 
preferencjach metabolicznych, jest już właściwie z definicji podstawowym narzę
dziem w każdym procesie biotechnologicznym, bowiem istotą każdego takiego pro
cesu jest biotransformacja, mniej lub bardziej złożona, ale zawsze katalizowana. 
Oparte są na niej zarówno biotechnologie tradycyjne (wytwarzanie wina, piwa, se
rów, fermentowanych napojów i sosów, chłeba, kiszonek warzywnych, rozmaitych 
regionalnych produktów spożywczych, itp.), wykorzystywane przez człowieka od 
tysiącleci, jak też rozwinięte w ostatnim półwieczu nowoczesne biosyntezy i bio- 
transformacje (produkcja antybiotyków, rekombinowanej insuliny, interferonu, hor
monów, czynników krzepnięcia krwi i innych biofarmaceutyków, wirusowych szcze
pionek), oparte na odkryciach biologii molekularnej i opracowanych w ich efekcie 
technikach inżynierii genetycznej, komórkowej oraz białkowej. Niestety, ogromny 
potencjał użytkowy biokatalizatorów stanowi ciągle jeszcze tylko wyzwanie dla ste- 
reospecyficznej przemysłowej syntezy organicznej, która wykorzystuje go w nie
wielkim stopniu, także i dlatego, że dotąd dostępne, w większości delikatne natyw
ne białka katalityczne nie zawsze spełniają, np. pod względem stabilności, wymogi 
tego przemysłu. W badaniach ostatnich dziesięcioleci udowodniono jednak, że cząs
teczka biokatalizatora może zostać indywidualnie dostosowana, wręcz „przykrojo
na na miarę” do jednostkowych aplikacji, nawet całkowicie odmiennych od znanych 
nam procesów zachodzących in vivo, bądź też wymagających warunków niespotyka
nych w naturalnym dla danego biokatalizatora środowisku.

Dostosowanie biokatalitycznej cząsteczki do konkretnego procesu, często decy
dujące o jego opłacalności, można osiągnąć rozmaitymi sposobami:

- Poszukując nowych, przystosowanych do niezwykłych warunków natywnych 
biokatalizatorów, wytwarzanych przez ustroje pochodzące z ekstremalnych - oczy
wiście z ludzkiego punktu widzenia - środowisk, których na naszej planecie nie 
brakuje, a których bardziej systematyczna eksploracja rozpoczęła się stosunkowo 
niedawno.

- Wprowadzając zmiany w strukturze molekularnej biokatalizatora, np. poprzez 
punktowe mutacje lub modyfikacje chemiczne, ale przede wszystkim za pomocą 
ukierunkowanej molekularnej ewolucji in vitro.

- Opracowując stosowną dla danego procesu postać biokatalizatora, którą mo
gą być nie tylko jego indywidualne cząsteczki bądź całe komórki, ale także ich im- 
mobilizowane w różnych matrycach preparaty, a nawet usieciowane w wyniku dehy- 
dratacji kryształy lub agregaty biokatalizatorów (tzw. CLECs i CLEAs, patrz rozdz. 5).

- Inżynierując warunki fizyczne procesu (biokataliza pod zwiększonym ciśnie
niem), lub częściej - środowisko katalizowanej reakcji, którym może być nie tylko 
woda, ale i środowiska dwufazowe i niewodne, np. stosowane już od dość dawna

BIOTECHNOLOGIA 2 (61) 316-336 2003 317



Marianna Turkiewicz

rozpuszczalniki organiczne, ciecze nadkrytyczne, faza gazowa, a ostatnio także cie
cze jonowe i rozpuszczalniki nadfluoranowe.

Najistotniejsze z wymienionych zagadnień zostaną szerzej omówione w kolej
nych rozdziałach tego opracowania, celowo pomijającego równie ważne dla opła
calności przemysłowej biokatalizy problemy typowo inżynierskie, wyczerpująco za
prezentowane w jednym z poprzednich numerów „Biotechnologii” (59,2002).

Głównym celem jaki postawiła sobie autorka przygotowując raport, było uz
mysłowienie Czytelnikowi jak duże jest obecnie na świecie tempo i postęp badań 
w zakresie biokatalizy. Aby ocenić jaki jest rzeczywisty stan takich badań w polskich 
ośrodkach naukowych, należałoby dokonać odrębnej analizy, opartej przede wszyst
kim na skrupulatnym przeglądzie publikowanych przez polskich autorów oryginal
nych prac z tego obszaru.

2. Katalityczne biocząsteczki - nie tylko enzymy

Co rozumiemy pod pojęciem biokatalizatora? Jeszcze przed dwudziestoma laty 
nasza odpowiedź na to pytanie byłaby natychmiastowa i oczywista: „wszystkie dotąd 
poznane biokatalizatory to białka enzymatyczne”. Dzisiaj wiemy, że choć stanowią 
one rzeczywiście najobszerniejszą klasę naturalnych substancji katalitycznych, nie 
jest to jedyny rodzaj biokatalizatorów występujących w przyrodzie. Katalitycznymi 
właściwościami charakteryzują się również niektóre domeny natywnych cząsteczek 
RNA, po raz pierwszy opisane w początkach lat 80. w zespołach Cecha (3) i Ałtmana 
(4), nazwane rybozymami lub RNAzymami. Tę grupę katalitycznych biocząsteczek 
wyczerpująco scharakteryzowano w pracach publikowanych w tym samym numerze 
„Biotechnologii”, do nich zatem odsyłam zainteresowanych Czytełników.

Kolejnym znacząco rozszerzającym zasięg biokatalizy odkryciem było znałezie- 
nie katalitycznych DNA w kombinatorycznych bibliotekach jego jednoniciowych cząs
teczek, otrzymanych na drodze syntezy chemicznej i wyselekcjonowanych z wyko
rzystaniem tzw. metody Selex-, obszerny przegląd tych zagadnień znajdzie Czytelnik 
w pracy B. Nawrot (5). Analogicznie do katalitycznych RNA, katalityczne DNA określa 
się mianem deoksyrybozymów lub DNAzymów. W przeciwieństwie do rybozymów, 
do tej pory nie znaleziono naturalnych katalitycznych DNA, choć nie można wyklu
czyć ich istnienia.

W początkach lat 80. ukazały się pierwsze prace (6,7) o abzymach, czyli katali
tycznych przeciwciałach wytwarzanych laboratoryjnie (tym zagadnieniom była po
święcona obszerna praca przeglądowa S. Bieleckiego, opublikowana w numerze 
11 „Biotechnologii” w 1991 r.). Przeciwciała zostały wybrane nieprzypadkowo przez 
eksperymentatorów dążących do konstrukcji nowej klasy katalitycznych biocząste
czek, bowiem naturalną właściwością każdego z tych białek, powstających w ustro
ju w odpowiedzi na obecność swoistego immunogenu, jest tworzenie z nim mole
kularnego kompleksu, którego formowanie jest również nieodłączną cechą katalizy
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enzymatycznej. Założono, że jeśli do immunizacji zwierząt doświadczalnych wyko
rzysta się odpowiednio stabilny analog stanu tranzycji jakiegoś substratu, którego 
tworzenie towarzyszy każdej reakcji, otrzyma się w wyniku swoiste przeciwciało, 
wykazujące wysokie powinowactwo nie tylko do tego analogu, ale i do stanu tranzy
cji właściwego substratu. Innymi słowy, takie przeciwciało będzie potrafiło katalizo
wać oczekiwaną przez eksperymentatora chemiczną przemianę danej substancji*.

Do chwili obecnej opracowano procedury otrzymywania abzymów katalizu
jących ok. 100 różnych reakcji (7), przede wszystkim hydrolizy, ale też kondensacji 
Diels-Adlera i innych typów przemian, jednakże żadnego z nich nie wprowadzono 
do produkcji na większą skalę, ponieważ wykorzystuje się w niej przeciwciała mo- 
noklonalne, co znacznie zwiększa koszty przedsięwzięcia.

Autorzy technologii otrzymywania abzymów z pewnością nie przypuszczali, że 
katalityczne przeciwciała zostaną znalezione w naturze. Stwierdzono to już po 
upływie kilku lat od ukazania się pierwszych prac o abzymach otrzymywanych w la
boratoriach naukowych. Początkowo sądzono, że naturalne przeciwciała katalitycz
ne pojawiają się w surowicy krwi tylko w stanach chorobowych, głównie u pacjen
tów z chorobami autoimmunologicznymi (astma, reumatoidalna artroza), wirusowy
mi (H1V) i nowotworowymi (8,9), ostatnio jednak pojawiły się doniesienia o bezspor
nej obecności w mleku zdrowych karmiących kobiet przeciwciał o aktywności kina
zy białkowej, rybonukleazy, deoksyrybonukleazy i a-amylazy (10). Ta ostatnia różni 
się wyraźnie od a-amylaz ludzkiej śliny i trzustki, które potrafią hydrolizować jesz
cze maltotriozę, podczas gdy abzym mleka nie rozkłada tego substratu, preferując 
jako SLibstraty skrobię i wyższe maltooligosacharydy.

Abstrahując od fizjologicznej roli tych naturalnych katalitycznych przeciwciał, 
ich istnienie potwierdza coraz powszechniejszą opinię enzymologów, że paleta na
turalnych biokatalizatorów jest znacznie bogatsza niż mogłoby się wydawać jeszcze 
kilkadziesiąt lat temu.

Kolejną, niezwykle intrygującą obserwacją, zwłaszcza w świetle poglądów nie
których badaczy sprzed kilkunastu lat, głoszących, że cząsteczki białek enzymatycz
nych są zadziwiająco małe (masa większości enzymów monomerycznych waha się 
od kilkunastu do stukilkudziesięciu kDa), wziąwszy pod uwagę molekularną zło
żoność katalizowanych przez nie reakcji, jeśli rozpatruje się je na poziomie atomo
wym, było wykrycie tzw. mikrozymów - nowej klasy naturalnych, katalitycznych 
biocząsteczek, których masy są niższe od 10 kDa.

Dotąd opisane naturalne mikrozymy są albo małymi białkami o masach z zakresu 
od 4,3 do 9,7 kDa, albo niewielkimi polipeptydami, zbudowanymi z kilkunastu ami
nokwasów, jak np. cząsteczka mikroesterazy z Bocillus stearotfiennophilus, złożona 
z 17 aminokwasów (najmniejszy dotąd opisany naturalny mikrozym; 11).

* Sytuacja Jest w rzeczywistości bardziej skomplikowana, bowiem w wyniku takiego postępowania 
można otrzymać abzym o bardzo wysokim powinowactwie do substratu, ale niekoniecznie o dużej 
sprawności (liczbie obrotów) katalitycznej w reakcji przemiany tego substratu w oczekiwany produkt.
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Izolowanie mikrozymów z naturalnych źródeł nie jest łatwe, ponieważ w oczysz
czaniu tak małych cząsteczek zawodzą rutynowe metody opracowane dla izolacji ty
powych enzymów (12). jest to prawdopodobnie jedna z przyczyn, że poznaliśmy 
dotąd tylko nieliczne naturalne mikrozymy, choć wielu badaczy spodziewa się, że są 
one znacznie szerzej rozpowszechnione w przyrodzie, zwłaszcza w mikroorgani
zmach termofilnych i w grzybach (13).

Do tej pory opisano mikroesterazę o masie 5,7 kDa z Candida lipolytica (14); ren- 
ninopodobną proteazę z termofilnego szczepu Actinomycetes, zbudowaną z 79 ami
nokwasów (15); mikrozym o masie 6,2 kDa z archebakterii Sulfolobus sulfataricus, ka
talizujący tworzenie mostków disiarczkowych w białkach (16); alkalofilną 
(pHopt = 11) i termostabilną metaloproteinazę Gram (-I-) bakterii Kurthia spiroforme, 
pochodzącej z jednego z gejzerów w Yellowstone (17); kilka mikroesteraz o masach 
od 1530 do 4275 Da z termofilnych grzybów (13) oraz wspomnianą już esterazę 
z B. stearothermophilus o masie 1543 Da i stosunkowo wysokiej aktywności wzglę
dem tributyryny (15,6 U X mg ’ homogennego białka; 11). Niestety, tylko dla dwóch 
mikrozymów ustalono skład aminokwasowy, nie jest natomiast znana sekwencja 
i trójwymiarowa struktura żadnego z nich. Pewne właściwości tych biocząsteczek, 
jak podatność na denaturację, krzywe v = fjS] z charakterystycznym efektem wysy- 
cenia, dzwonowaty charakter krzywych v = f|pH], wskazują na ich enzymopodobny 
charakter, jednakże badania tej klasy naturalnych biokatalizatorów są ciągle w sta
nie początkowym i wymagają znacznej intensyfikacji.

Chociaż w świetle dotychczasowych rezultatów badań nad mikrozymami minia
turyzacja rozmiarów katalitycznych białek nie prowadzi do jakichś szczególnych ko
rzyści, np. do zwiększonej stabilności molekularnej i katalitycznej, odkrycie mikro
zymów jako kolejnej klasy naturalnych biokatalizatorów otwiera szerokie perspek
tywy do produkcji przez człowieka na drodze syntezy chemicznej małych katalitycz
nych białek o zaplanowanych właściwościach. Metodologicznie jest to możliwe, bo
wiem wydajna chemiczna synteza w fazie stałej łańcuchów polipeptydowych zbudo
wanych z kilkudziesięciu nawet reszt aminokwasowych o określonej sekwencji nie 
nastręcza obecnie specjalnych trudności. Takie syntetyczne mikrozymy mogłyby 
stanowić dobrą alternatywę dla syntetycznych rybo-, deoksy- i abzymów, których 
produkcja jest znacznie bardziej kosztowna i skomplikowana, choćby z tego wzglę
du, że obejmuje etapy, które trzeba prowadzić in vivo.

Badania w tym kierunku są rozwijane w ostatniej dekadzie bardzo intensywnie. 
Dla przykładu, w 1993 r. opublikowano w „Naturę” (18) pracę o syntezie racjonalnie 
zaprojektowanego 14-aminokwasowego, cyklicznego peptydu, agregującego do for
my amfipatycznej helisy, któremu autorzy nadali nazwę Oxaldicl i który katalizował 
dekarboksylację szczawiooctanu. Zsyntetyzowano też 42-aminokwasowy peptyd 
KO-42 z sześcioma resztami His, zwijający się w motyw hełisa-pętła-hełisa, dimery- 
zujący do formy czterohelikalnej, katalizujący hydrolizę i transestryfikację estrów 
p-nitrofenylu 1000-krotnie aktywniej niż 4-metyloimidazol (19). Prawdopodobnie 
ten syntetyczny mikrozym funkcjonuje na podstawie ogólnego mechanizmu katalizy
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kwasowo-zasadowej, w którym wykorzystywana jest protonacja i deprotonacja 
reszt histydyny. Po wprowadzeniu do aktywnego miejsca KO-42 reszt Arg i Lys, w ki
netyce reakcji z jego udziałem pojawił się charakterystyczny efekt wysycenia i zna
cząco wzrosła specyficzność.

Oczywiście prace nad projektowaniem de novo katalitycznych peptydów i małych 
białek o określonym przestrzennym sfałdowaniu i specyficznych właściwościach funk
cjonalnych nie wyszły jeszcze z powijaków, choć ich liczba wzrasta (zainteresowa
nych odsyłam do wyczerpującego przeglądu Monti i Riva’y, 12). Aby szybciej osiąg
nąć komercyjny sukces w tej dziedzinie, należałoby połączyć strategię projektowa
nia mikrozymów na podstawie rosnących w szybkim tempie bazach struktur białko
wych (rok rocznie rejestruje się ok. trzech tysięcy nowych) z opracowaniem wydaj
nych metod selekcji interesujących wariantów, adaptując choćby metody skriningu, 
stosowane w ukierunkowanej ewolucji enzymów in vitro (patrz rozdz. 4). Powinno 
to zaowocować w ciągu najbliższych kilkunastu lat komercjalizacją technologii pro
dukcji zminiaturyzowanych białek katalitycznych.

i 3. Ekstremozymy

w gospodarce (przemysł rolno-spożywczy, farmaceutyczny, chemiczny, włókien
niczy i inne) są obecnie w przeważającym stopniu wykorzystywane natywne bądź 
rekombinowane, czasem też już udoskonalone in vitro, białka enzymatyczne pocho
dzenia mikrobiologicznego, które nawet w wielu tradycyjnych technologiach zas
tąpiły, częściowo lub całkowicie, wcześniej stosowane enzymy zwierzęce i roślinne, 
jak choćby cielęcą podpuszczkę czy słodowe enzymy amylolityczne. Po wtóre, wy
korzystuje się jeszcze prawie wyłącznie enzymy pochodzące z mikroorganizmów 
mezofilnych, dobrze zresztą scharakteryzowane, łatwo dostępne w żądanej skali 
i stosunkowo niedrogie. Naturalne cechy tych białek, w tym także ograniczona kon- 
formacyjna stabilność sprawiają jednak, że mogą być one stosowane jedynie w bio- 
katalizie konwencjonalnej, przebiegającej w umiarkowanych warunkach temperatu
ry, ciśnienia, pH, zasolenia, itp., gdy tymczasem wiele już opracowanych procesów 
technologicznych zachodziłoby znacznie wydajniej, lub wymagałoby mniejszych 
nakładów, gdyby prowadzono je w warunkach bardziej drastycznych, a opracowa
nie innych, w tym szersze wykorzystanie biokatalizy w syntezach organicznych, 
stałoby się łatwiejsze, gdybyśmy dysponowali bardziej zróżnicowaną gamą białek 
katalitycznych, w tym także zaadaptowanych do niekonwecjonalnych środowisk.

Takie natywne enzymy w przyrodzie występują, a ich producentami są przede 
wszystkim drobnoustroje ekstremofilne, których pewne grupy (np. psychrofile) są 
prawdopodobnie znacznie bardziej liczne od mikroorganizmów bytujących w in
nych środowiskach (85% powierzchni naszej planety to psychrosfera o temperatu
rach poniżej 5°C). Warto wspomnieć, że poznaliśmy dotąd ok. 500 tys. różnych ga
tunków drobnoustrojów (bakterii, grzybów, jednokomórkowych glonów i wirusów).
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CO Stanowi według szacunków mikrobiologów nie więcej niż 1% mikroorganizmów 
żyjących na Ziemi. Wiadomo też, że większości z tych ustrojów nie potrafimy 
i prawdopodobnie w najbliższej przyszłości nie będziemy potrafili namnażać w wa
runkach laboratoryjnych {unculturable microorganisms), bądź też ich geny w takich 
hodowlach nie ulegają ekspresji, co (przynajmniej obecnie) ogranicza możliwość 
pełnej oceny wartości użytkowej nawet tych szczepów, które ulegają propagacji. 
Szczęśliwie, po przeszło stuletnim ogniskowaniu się badań mikrobiologicznych na 
florze mezofilnej, ta sytuacja uległa w ostatnim piętnastoleciu wyraźnej zmianie 
i obecnie ogromne środki przeznacza się na badania drobnoustrojów ekstremofil- 
nych. Należą do nich: termo- (Topt wzrostu powyżej 45°C, a dla hipertermofili powy
żej 85°C) i psychrofile (Tmin 0°C i poniżej; metaboliczną aktywność w próbach lodu 
antarktycznego obserwowano do -17°C, a w powoli rozmrażanych próbach zmarzli
ny z syberyjskiej tundry do -20°C); (20), acido- (pH środowiska poniżej 2) i alkalofile 
(pH 10 i wyższe), barofile (ciśnienie > 1 atm), halofile (stężenie NaCl w środowisku 
4-5M), a także metalofile (adaptacja do wysokich stężeń metali ciężkich), radiofile 
(rosną przy wysokich poziomach radiacji dzięki wydajnemu systemowi naprawy 
uszkodzeń DNA) i mikroaerofile (wymagają stężeń tlenu niższych od 21%, wytwa
rzają unikatowy system enzymów antyoksydacyjnych). Szczególne zainteresowanie, 
zwłaszcza astrobiologów, budzi najbardziej chyba unikatowa grupa drobnoustro
jów ekstremofilnych, tzw. eutektofile, żyjące w eutektycznej fazie macierzy lodo
wej, jest to faza witryfikacji (zeszklenia), w której woda przemienia się już w lód, ale 
jej ciekłe cząsteczki (oczywiście wraz z nutrientami), są jeszcze obecne w siateczce 
lodu. W tzw. lodzie typu VI (jeden z rodzajów lodu występującego na Ziemi; 21), ta 
część wody, która przeszła już w fazę stałą jest cięższa (!) od tej jej części, która 
jeszcze pozostaje ciekła, jest to zatem sytuacja odwrotna niż w przypadku lodu 
typu 1, który jest najbardziej rozpowszechniony w środowisku ziemskim i który 
wszyscy dobrze znamy.

Natywne, katalityczne białka wszystkich tych niezwykłych drobnoustrojów, okreś
lane w literaturze mianem ekstremozymów, wyewoluowały dzięki często długiej 
i nieprzerwanej presji niesprzyjającego środowiska, są zatem z natury przystosowa
ne do warunków, w których ich mezofilne odpowiedniki tracą swoje funkcje.

Najbardziej zaawansowane są badania enzymów zaadaptowanych do wysokich 
temperatur (Topt = 90 115°C), zwanych często terinozymami (22), a wytwarzanych
głównie przez hipertermofilne archebakterie i eubakterie. Bodźcem dla ich rozwoju 
był komercyjny sukces polimerazy DNA Tliernnis aąuaticus (Taq polimeraza), zastępo
wanej obecnie przez homologiczny enzym z hipertermofilnego archeona Pyrococcus 
furiosus (23). Skomercjalizowano już także produkcję termofilnych amylaz, ksylanaz 
i proteaz. Są one wykorzystywane, odpowiednio, w produkcji glukozy i fruktozy ze 
skrobi, w bieleniu mas papierniczych i w przemyśle piekarniczym, w browarnictwie 
oraz jako komponenty detergentów piorących nawet w temperaturze wrzenia wody 
(24). Można się spodziewać, że w najbliższych latach zostaną wprowadzone do 
praktyki przemysłowej kolejne termozymy, m.in. pullulanaza z Thermococcus aggre-
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gans, hydrataza nitrylowa z Bacillus pallidus, termoacidoafilna esteraza z B. acidocal- 
dariiis, a także termoalkalostabilne lipazy, np. z B. thermocatenulatus (24).

W Polsce badania termozymów są prowadzone w zespołach J. Kura (Katedra Mi
krobiologii PG) oraz J. Synowieckiego (Katedra Chemii i Technologii Żywności, PG) 
i są skupione głównie na hydrołazach glikozydowych Pyrococcus woessei.

W ostatniej dekadzie wyraźnie zintensyfikowano też prace nad adaptowanymi 
do zimna enzymami psychrofilnymi (vide - projekt COLDZYME w IV Programie Ra
mowym UE), poszukiwanymi przede wszystkim u drobnoustrojów antarktycznych 
oraz u ryb bytujących w zimnych akwenach, rzadziej natomiast w fito- i zooplankto- 
nie z permanetnie zimnych środowisk. Do tej pory rozwiązano rentgenograficznie 
struktury tylko ośmiu psychrozymów - pięciu bakteryjnych i trzech z ryb. Konfor
mację kolejnych kilkunastu ustalono poprzez modelowanie molekularne na podsta
wie sekwencji ich genów, bowiem krystalizacja wyjątkowo elastycznych molekuł 
tych adaptowanych do zimna białek jest trudna. Na większą skałę jest obecnie wy
korzystywana lipaza Candida antarctica oraz prawdopodobnie antarktyczna subtili- 
zyna TA41, a właściwie jej muteina 3G7, otrzymana w wyniku 3 cykli ukierunkowa
nej ewolucji in vitro enzymu dzikiego, w którym wymiana zaledwie 7 aminokwasów 
(2,3% sekwencji całego natywnego białka) spowodowała istotny wzrost termostabił- 
ności (500-krotny w 60°C) i przesunięcie Topt enzymu w kierunku wyższych tempe
ratur (z 45 do 55°C), ale bez utraty wysokiej efektywności katalitycznej w niskich jej 
przedziałach (25).

Cytowane badania oprócz ogromnego waloru aplikacyjnego (wyewoluowaną 
subtilizynę można wykorzystać i pewnie już się tak dzieje, bowiem badania współfi
nansował amerykański koncern Procter&Gamble, w detergentach nadających się do 
prania zarówno w temperaturze wody wodociągowej, jak i w wyższych, co najmniej 
do 60°C) mają istotne znaczenie poznawcze. Wykazano w nich bowiem, że termo- 
stabilność nie musi być nieodłączną cechą adaptowanego do zimna enzymu, co wy
dawało się niemał oczywiste w świetle dotychczasowych badań właściwości wielu 
natywnych psychrozymów (26-29), sugerujących ponadto, że brak termicznej stabil
ności jest naturalnym wynikiem zwiększonej giętkości molekularnej tych białek, wa
runkującej ich katałityczną funkcję w środowiskach ubogich energetycznie. Można 
zatem sądzić, że nie istnieje „przymus termolabilności” zimnych enzymów, wyni
kający w jakiś oczywisty sposób z praw fizyki i chemii, którym podlegają ich giętkie 
cząsteczki, jak również, że ta właściwość jest raczej w naturałnie wyewoluowanych 
psychrozymach cechą przypadkową.

Oprócz psychrofilnych proteaz, duże zainteresowanie biotechnologów budzą 
też psychrofilne oksydoreduktazy (konstrukcja biosensorów dostosowanych do ni
skich temperatur, bioremediacja skażonych związkami ropopochodnymi środo
wisk), lipazy i esterazy, potencjalnie użyteczne w biokatalizie niewodnej (w środo
wisku rozpuszczalników organicznych spada giętkość molekularna każdego białka, 
zatem enzym o większej naturałnej giętkości w środowisku wodnym, ma większe 
szanse na wydajną katałizę w środowisku organicznym), a także glikozydazy (np.
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P-galaktozydaza), przydatne w niskotemperaturowych reakcjach hydrolizy (np. lak
tozy w mleku i w ściekach o dużej zawartości serwatki), i co istotniejsze, także 
w syntezie in vitro licznych sacharydów, np. o właściwościach prebiotycznych.

Badania adaptowanych do zimna enzymów antarktycznych prowadzi się też 
w Polsce: w Instytucie Biotechnologii i Antybiotyków (A. Piucienniczak), w Zakładzie 
Genetyki UW (P. Węgleński i P. Stępień), w Zakładzie Biologii Antarktyki PAN 
(M. Zdanowski) oraz w zespole autorki raportu (Instytut Biochemii Technicznej PŁ). 
Wszystkie te zespoły posiadają własne kolekcje drobnoustrojów antarktycznych, 
których zaczątkiem była Kolekcja Zakładu Biologii Antarktyki PAN, utworzona przez 
S. Rakusa-Suszczewskiego, S. Donachie i M. Zdanowskiego.

Enzymy pozostałych grup mikroorganizmów ekstremofilnych są poznane znacz
nie słabiej, także z racji istotnych trudności technicznych związanych z hodowlą 
wielu tych ustrojów. Uważa się jednak, że niektóre z nich (również całe komórki 
drobnoustrojów) będą wykorzystywane w produkcji biopolimerów o dużym znacze
niu użytkowym (np. kwasu (3-hydroksymasłowego i poli-y-glutaminowego), a także 
w bioremediacji skażonych - w tych substancjami radioaktywnymi (np. zinżyniero- 
wane bakterie Deinococcus radiodurans) - środowisk (24).

Szczególnie intrygujący obiekt badań stanowią enzymy wspomnianych już eu- 
tektofili, postrzeganych jednak przede wszystkim jako odpowiedniki potencjalnych 
prymitywnych drobnoustrojów pozaziemskich (20). Według Bakera (30) na po
wierzchni Marsa panują podobne warunki jak w wiecznej zmarzlinie tundry syberyj
skiej, a warunki w podlodowych jeziorach antarktycznych powinny przypominać 
warunki panujące na powierzchni Europy i Calisto - księżyców Jowisza. Nie wydaje 
się, aby badania katalitycznych białek tych „lodowych” mikroorganizmów przy uży
ciu klasycznych metod mogły osiągnąć w bliskiej perspektywie jakiś znaczący po
stęp, ponieważ po pierwsze ich biosynteza musiałaby przebiegać w warunkach za
pewniających stabilny stan witryflkacji wody w podłożu hodowlanym, co może na
wet dałoby się osiągnąć, po wtóre natomiast nie wiemy, jak należałoby te białka izo
lować, oczyszczać, a także choćby jak skomponować środowisko do oznaczenia ich 
aktywności, aby odpowiadała aktywności przejawianej w warunkach rodzimych. 
Dlatego nadzieje na rozwiązanie zagadek enzymów, wytwarzanych przez szczegól
nie kapryśne bądź nie dające się hodować szczepy ekstremofilne, mogą dać bezpo
średnie badania całości materiału genetycznego obecnego w próbach gleby, wody, 
lodu, itd., pochodzących z siedlisk, w których te ustroje naturalnie bytują, czyli ba
dania tzw. metagenomu, a inaczej „środowiskowego DNA” {environmental DNA) 
(31,32). Sprowadzają się one do ekstrakcji całkowitego DNA z prób pochodzących 
z takich siedlisk, totalnego zsekwencjonowania otrzymanych po jego sklonowaniu 
bibliotek DNA i poszukiwania w nich genów już znanych, bądź też unikatowych en
zymów i innych bioaktywności. Pierwsze takie prace, co prawda na razie z mate
riałem pochodzącym z gleby i osadów dennych ze stosunkowo umiarkowanych śro
dowisk (Morze Czerwone), już się pojawiły (31 -33). Grupa Lorenza (31,32) w skrinin- 
gu metagenomowej biblioteki DNA, zawierającej 80 Gpz w plazmidach, fosmidach.
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kosmidach i wektorach X, znalazła ponad 100 różnych klonów z aktywnością li
paz/esteraz, proteaz i oksydaz, znacznie poszerzając dotychczasową przestrzeń se
kwencyjną każdej z grup tych enzymów. Wykryto także unikatowe sekwencje o nie
znanej funkcji, które wzbogacają od strony ekologicznej dotychczasowe zasoby 
zdeponowane w bankach sekwencji genowych. Oczywiście, postęp badań nad uni
katowymi i nowymi biokatalizatorami jest przy takim podejściu ściśle uzależniony 
od równoległych postępów genomiki, a zwłaszcza proteomiki, jednak już dziś moż
na powiedzieć, że rozpoczęła się nowa era badań nad bioróżnorodnością ziemskich 
organizmów i wytwarzanych przez nie biocząsteczek. Zważywszy, że według wszel
kiego prawdopodobieństwa żyjące w całkowitej separacji od co najmniej 500 tys. 
lat (a nie wykluczone, że od kilku milionów) organizmy zasiedlające np. system je
zior Wostok, leżący na głębokości ok. 3000 m pod lądolodem antarktycznym, zo
staną już wkrótce poddane takim metagenomowym badaniom, możemy oczekiwać 
licznych naukowych rewelacji, przede wszystkim dotyczących dróg naturalnej ewo
lucji katalitycznych białek. Niewykluczone, że znajdziemy także nowe, nie znane 
dotąd biokatalizatory i inne bioaktywne molekuły.

4. Ukierunkowana ewolucja {directed evolution, DE) enzymów in vitro

Ukierunkowana ewolucja (directed evolution, DE) enzymów in vitro, zwana też 
ewolucją molekularną, powstała w reakcji na niespodziewanie skromne sukcesy in
żynierii białkowej (por. artykuł A. Brzozowskiego „Biotechnologia” nr 11, 1991) w u- 
doskonalaniu natywnych enzymów. Stało się jasne, że przy naszej ciągle jeszcze 
bardzo ograniczonej wiedzy o relacjach struktura/funkcja i mechanizmach działania 
większości enzymów, ta metoda nie nadaje się do szybkiego i niezawodnego otrzy
mywania tak ulepszonych wariantów białek katalitycznych, żeby spełniały określone 
wymogi konkretnego procesu, zwłaszcza przemysłowego.

Ukierunkowana ewolucja enzymów in vitro, którą Frances Arnold z Kalifornijskie
go Instytutu Technologii, twórczyni tej metody, obrazowo określa jako swojego ro
dzaju „wylęgarnię” (breeding) ulepszonych enzymów (34), odwzorowuje darwinow
ski proces naturalnej ewolucji. Podobnie jak on opiera się na wykreowaniu na tyle 
dużej liczby zróżnicowanych wariantów wyjściowego białka katalitycznego, aby 
było prawdopodobne znalezienie wśród nich docelowego ulepszonego enzymu. 
W przypadku zatem DE enzymów in vitro tworzy się najpierw bibliotekę wariantów 
genu enzymu, których pula powinna obejmować od 10^-10^ (małe prawdopodobień
stwo sukcesu, tj. znalezienia choćby jednego docelowego, ulepszonego białka) do 
najlepiej lO^^-lO^^ wariantów (duże prawdopodobieństwo sukcesu).

W naturze takimi bibliotekami zmutowanych genów są populacje osobników da
nego gatunku, których DNA podlega rozmaitym punktowym mutacjom, a dodatko
we nowe kombinacje sekwencyjne tworzą się podczas rekombinacji już zmutowa
nego DNA rodziców. O wyborze najlepszego wariantu, czyli po prostu najlepiej
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przystosowanego do danych warunków zewnętrznego środowiska osobnika, decy
duje taka, a nie inna presja selekcyjna tego środowiska i tylko ten osobnik może 
przeżyć i przekazać ulepszoną cechę swemu potomstwu, czyli ją utrwalić w kolej
nych pokoleniach. Ponadto w naturalnej ewolucji zmutowany gen w sposób auto
matyczny ulega ekspresji w komórkach swego nosiciela, której wynikiem jest synte
za zmienionego białka, rozpoznawanego przez określony czynnik selekcyjny obec
ny w środowisku.

W ewolucji in vitro nie wystarcza zatem utworzenie odpowiednio zróżnicowanej 
biblioteki wariantów danego genu, ale trzeba jeszcze sprawić, aby każdy wariant 
mógł oddzielnie ulec ekspresji i aby powstające w jej wyniku zmienione białko en
zymatyczne pozostało związane z kodującą je sekwencją (fizyczne związanie geno
typu z fenotypem). Ten kompłeks powinien pozostać stabilny podczas selekcji wa
riantów, prowadzonej w kolejnym etapie danej rundy DE na podstawie poszukiwa
nej cechy docelowego białka enzymatycznego.

DE enzymów in vitro już po pierwszych eksperymentach okazała się niezwykle 
efektywnym sposobem ich ulepszania. Rezultatem było opracowanie licznych me
tod, technicznie ułatwiających ten proces.

4.1. DE - tworzenie biblioteki genów enzymu

W tworzeniu sekwencyjnej różnorodności wyjściowego genu lub rodziny spo
krewnionych genów (rzadziej odległych ewolucyjnie) wykorzystuje się dwa typy me
tod: nierekombinacyjne i rekombinacyjne, najczęściej zresztą kolejno w tym sa
mym eksperymencie ewolucyjnym. Wśród tych pierwszych najczęściej stosuje się 
ep-PCR (error-prone PCRj, czyli reakcję łańcuchową polimerazy wprowadzającą pod
czas amplifikacji genu dużą łiczbę błędów sekwencyjnych. Znacznie gorsze wyniki 
dają mutacje chemiczne wyjściowego DNA, bądź techniki przejęte z inżynierii 
białkowej (ukierunkowane punktowe mutacje, mutacje poprzez nasycenie punkto
we), lepszy jest już pasaż genu przez mutatorowe szczepy £. coli. Rzadko kiedy jed
nak można tą drogą uzyskać dostatecznie zdywersyfikowaną bibliotekę wyjściowe
go genu i dopiero rekombinacja in vitro uzyskanych nierekombinacyjnie wariantów 
DNA może dać bibliotekę o rozmiarach rokujących znalezienie docelowego enzymu.

Z metod rekombinacyjnych najszerzej wykorzystuje się tzw. „tasowanie genów” 
(DNA-shuffling lub inaczej „płciowy PGR”), opracowane w 1994 r. przez W. Stemme- 
ra (35) jako metoda tworzenia bibliotek aptamerowych kwasów nukleinowych, a do 
DE enzymów wprowadzone przez F. Arnold. Zespół Arnold opracował dwie kołejne 
metody: StEP (staggered extension process) (36) oraz RACHITT (random chimeragenesis 
on transient template) (37), w innych natomiast laboratoriach stworzono następne 
(CLERY, ITCHY, SHIPREC, SCRATCHY, RID; ich omówienie znajdzie Czytelnik w pracy 
37), jak dotąd znacznie rzadziej wykorzystywane w DE.

326 RAPORTY



Perspektywy biokatalizy

4.2. DE - wiązanie genotypu z fenotypem

Dla przeprowadzenia tego etapu można wykorzystać metody in vivo lub in vitro.
Niewątpliwie najszerzej stosowana jest tzw. ekspozycja na fagu (phage display). 

Jej podstawą jest włączenie każdego wariantu zmutowanego genu enzymu do DNA 
faga w taki sposób, aby po transformacji fagowym rekombinowanym DNA komórek 
E. coli uzyskać ekspresję każdego wariantu zmutowanego enzymu w postaci białka 
fuzyjnego z jednym z białek (pili) płaszcza wirusa. W efekcie wszystkie warianty en
zymu znajdują się na powierzchni namnożonych w komórkach E. coli cząstek faga. 
Pozwała to w stosunkowo prosty sposób z popułacji zrekombinowanych fagów wy
osobnić te, które niosą wariant enzymu o odpowiednio wysokim powinowactwie do 
właściwie dobranego ligandu (analog stanu tranzycji, inhibitor kompetycyjny), 
związanego z jakąś matrycą, najczęściej stałym złożem.

Ostatnio Shigara i in. w 2002 r. (38) opracowali analogiczną do ekspozycji na 
fagu technikę ekspozycji na powierzchni komórki drożdżowej, która jest przydatna 
w ukierunkowanej ewolucji enzymów glikozylowanych lub też ulegających proteoli
tycznym potranslacyjnym modyfikacjom, które nie zachodzą w systemie fagowo-bak- 
teryjnym.

Alternatywnymi do ekspozycji na fagu (bądź drożdżach) metodami są ekspozycja 
na rybosomie, ekspozycja na mRNA i kompartmentalizacja in vitro.

Podczas ekspozycji na rybosomie, transkrypcja i translacja zmutowanych genów 
zachodzi in vitro w kompleksach; rybosom-mRNA-białko, które charakteryzują się 
dostateczną trwałością pozwałającą docelowe białko wydzielić w identyczny sposób 
jak przy ekspozycji na fagu, a mRNA w nich obecny zamplifikować (39).

W ekspozycji na m-RNA (40) tworzone jest kowalencyjne połączenie białka z ko
dującą je sekwencją, czyli mRNA jako traskryptem każdego z wariantów genu obec
nych w bibliotece. Taki kompleks cechuje się nieporównywalnie większą trwałością 
od trwałości kompleksu rybosom-mRNA-białko. Dalsze postępowanie jest analo
giczne (izolacja kompleksu mRNA-białko przejawiającego powinowactwo do matry
cy z określonym ligandem, dająca możliwość amplifikacji mRNA).

W kompartmentalizacji in vitro, opracowanej przez Griffithsa i Tawfika (41) wy
korzystuje się mikroemulsje wody zawieszone w mineralnym oleju. Rozmiary kro
pelek wody o średnicy ok. 2,6 pm są zbliżone do rozmiarów komórek bakteryjnych, 
system symuluje zatem naturalny układ. Każda wodna kropła zawiera pojedynczy 
wariant genu i wszystkie komponenty, które są konieczne do jego wydajnej ekspre
sji. Taki układ ma przewagę nad ekspresją zmutowanych genów w komórkach, bo
wiem faza zewnętrzna (mineralny olej) jest całkowicie inertna i nie zawiera żadnej 
biochemicznej aktywności, w odróżnieniu od systemu komórkowego. Wiązanie 
genu z syntetyzowanym białkiem jest stabilne, nie ma dyfuzji genów bądź białek 
między kropelkami ani też fuzji kropel. Zakres rozmiarów możliwych do uzyskania 
kropli jest szeroki (0,1-5 pm), a Iml emulsji zawiera 10’® kropli o średnicy 2,6 pm 
(w 1 ml kultury bakteryjnej jest średnio 10^ komórek). Autorzy omówionej metody
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są przekonani o jej szczególnej przydatności w DE enzymów in vitro, jednakże 
w chwili obecnej najszerzej jest wykorzystywana metoda ekspozycji na fagu zmuto
wanych wariantów genów.

4.3. DE - sortowanie biblioteki wariantów zmutowanego genu fizycznie 
związanego z enzymem jako produktem jego ekspresji

jest to prawdopodobnie najistotniejszy element procesu ukierunkowanej ewolu
cji, decydujący o jej sukcesie, zatem dobór odpowiedniej metody przeszukiwania 
bibliotek ma kolosalne znaczenie. W grę wchodzą dwie:

- selekcja, której podstawą jest przeżycie gospodarza (zwykle E. coli), zawie
rającego zmutowany gen i kodowane przezeń białko, wyłącznie dzięki obecności 
wariantu o poszukiwanej (nowej bądź ulepszonej) funkcji, oraz

- skrining, znacznie wydajniejszy i skuteczniejszy, bo przeprowadzany bardziej 
wyrafinowanymi metodami niż hodowle płytkowe stransformowanych szczepów, 
ponadto zaś pozwalający nie tylko znaleźć, ale także skwantyfikować poszukiwaną 
cechę.

Selekcja. Warunki muszą być tak dobrane, aby nie przeżyły komórki zawierające 
dziki typ enzymu lub jego gorsze warianty, a tylko te, które produkują ulepszone 
białko katalityczne. Selekcję najwygodniej jest stosować, wówczas gdy obecność 
docelowego wariantu enzymu wiąże się np. ze wzrostem oporności na jakiś anty
biotyk lub truciznę, bądź też prowadzi do syntezy jakiejś substancji ograniczającej 
lub znoszącej auksotrofię dzikiego szczepu wybranego do ekspresji wyewoluowa
nych genów. Można też w ten sposób poszukiwać wariantów enzymów o zwiększo
nej termostabilności (25). Test selekcyjny musi zawsze zostać tak zaprojektowany, 
aby jego wynik nie był rezultatem jakiś innych zmian, a tylko tych, które są związane 
z obecnością poszukiwanego wariantu enzymu. Niestety, typowa selekcja rzadko 
kiedy nadaje się do wyszukiwania nienaturalnych cech bądź funkcji w bibliotece wa
riantów.

Skrining jest metodą znacznie czulszą od selekcji, najczęściej opartą na testach 
zbliżonych do tradycyjnych oznaczeń białek enzymatycznych in vitro metodami 
spektrofotometrycznymi, fluorymetrycznymi, kolorymetrycznymi, itd., choć zostały 
już opracowane całkiem nowe podejścia, znacznie zwiększające szybkość przeszu
kiwania wyewoluowanych wariantów enzymów. Wymienić tu można np. system QUEST 
(querying for enzymes using the three-hybrid system), wykorzystujący tworzenie w spe
cjalnych 3-składnikowych kompleksach chimerycznego aktywatora transkrypcji, blo
kowanego tylko, wówczas gdy w układzie jest obecny ulepszony enzym, transfor
mujący swój specyficzny substrat. Zahamowanie transkrypcji tego kompleksu powo
duje zmiany mierzalnych parametrów w układzie skriningowym (np. pH). W innej 
nowej metodzie skriningu (tzw. FAS) wykorzystuje się cytometrię przepływową, 
mierzącą fluorescencję klonów gramujemnego gospodarza, zawierających poszuki-
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wane warianty enzymu. Na ujemnie naładowanej powierzchni każdej takiej komórki 
dobrze absorbuje się substrat znakowany elektrododatnim znacznikiem fluorescen
cyjnym. Emisja fluorescencji nastąpi tylko wtedy jeśli substrat, który ją tłumi zosta
nie związany w aktywnym centrum ulepszonego enzymu i ewentualnie przemienio
ny w produkt reakcji. Poziom fluorescencji określa zatem ilościowo powinowactwo 
tego białka do substratu oraz jego reaktywność katalityczną, czyli pozwala ocenić 
ilościowo zmiany Km i kcat nowej wersji enzymu.

Również skrining układów transkrypcyjno-transłacyjnych w kroplach mikroemul- 
sji, jako izolowanych kompartmentach, jest łatwy do przeprowadzenia i może być 
stosowany do przeszukiwania nawet dużych bibliotek enzymów otrzymanych pod
czas DE. Czytelników zainteresowanych tą tematyką odsyłam do doskonałych opra
cowań Olsena i in. (42) oraz Griffithsa i Tawfika (41).

Niezależnie jednak jaka metoda skriningu zostanie wybrana przez eksperymen
tatora, musi być to skrining wysokoprzepustowy (HTS, high throughput screening), 
bowiem daje on możliwość testowania dużej liczby wariantów - co najmniej 10^ 
dziennie (przy takiej szybkości dla przeszukania biblioteki 10^ wariantów potrzeba 
jednak aż 3 lat), a najlepiej 10^-10^ wariantów dziennie. Wymaga to miniaturyzacji 
i automatyzacji całego procesu wraz z analizą wyników. Do takiego skriningu na
dają się świetnie zagęszczone mikropłytki, co wykorzystała np. firma Proteus S.A., 
opracowując całkowicie zautomatyzowany system HTS o firmowej nazwie „Pheno- 
mics®”, wykorzystujący mikropłytki zawierające aż 8100 studzienek. W każdej 
z nich oznaczenie 1 wariantu odbywa się w objętości 300 pl (43).

4.4. Dotychczasowe osiągnięcia DE enzymów - wybrane przykłady

Wykorzystując technikę ukierunkowanej ewolucji in vitro zmieniono już specy
ficzność wielu enzymów, m.in. peroksydazy cytochromu c, której ulepszony mutant 
akceptował jako substraty mniejsze cząsteczki, np. gwajakol (44); z p-galaktozydazy 
E. coli wyewoluowano p-glukozydazę (45), a z lipazy Staphylococcus aureus - fosfoli- 
pazę (46). Za pomocą DE zwiększono termostabilność mezofilnej subtilizyny B. sub- 
tilis (47) oraz wspomnianej już antarktycznej subtilizyny TA41 (25), a także mezofil- 
nej esterazy (48). Podwyższono też aktywność w niskich temperaturach termofilnej 
dehydrogenazy 3-izopropylojabłczanu (49). Znaleziono unikatowe specyficzności, 
np. nadano fragmentowi DNA, pochodzącemu z biblioteki genów hipertermofilnego 
archeona Pyrococcus furiosus, aktywność p-laktamazy (50), która nie występowała 
u szczepu rodzicielskiego.

Istnieje także możliwość inżynierowania za pomocą DE całych szlaków metabo
licznych w celu uzyskania rozmaitych związków zapachowych, kwasów organicz
nych, alkoholi, węglowodanów i specyficznych metabolitów wtórnych. Duże postę
py obserwuje się zwłaszcza w optymałizacji szlaków biosyntezy karotenoidów (ich 
biosynteza przez naturalne szczepy jest trudna i kosztowna) w kierunku wzrostu

BIOTECHNOLOGIA 2 (61) 316-336 2003 329



Marianna Turkiewicz

wydajności i produkcji nowych, unikatowych związków tego typu (37). Bardzo istot
ne znaczenie miało podwyższenie poprzez DE wydajności szlaku biosyntezy 
cis-(lS,2R)-indandiolu, prekursora inhibitora proteazy aspartylowej wirusa H1V, sto
sowanego jako lek (CRIXIVAN®, 51). Dzięki DE uzyskano też możliwość syntezy 
D-aminokwasów przez bifunkcjonalną N-karbamylazę/D-hydantoinazę (52).

Nadzwyczajne wyniki DE enzymów in vitro, stosowanej przecież dopiero od 
5 lat, stały się impulsem do rozwoju kolejnej metody ulepszania enzymów. Polega 
ona na doborze, w oparciu na znajomości powtarzających się w wielu białkach enzy
matycznych wspólnych elementów strukturalnych, jednego z nich jako celu procesu 
ulepszania, dokonywanego następnie technikami DE. Oczywiście docelowy obszar 
cząsteczki natywnego enzymu musi uczestniczyć albo w wiązaniu substratu albo 
jego katalitycznej transformacji i ta jego funkcja musi być już dobrze znana. Sto
sując takie podejście, zmieniono np. natywną syntazę 3-indolo-glicerolu, w której 
działaniu główną rolę spełnia segment o strukturze (a/p)-beczułki, na izomerazę 
fosforybozyloantranilanu. Co ciekawe, w wyewoluowanym enzymie utrzymał się, 
niewiele tylko zmnieniony sekwencyjnie, ten sam fragment struktury naddrugorzę- 
dowej wyjściowego białka (53).

Te wyniki wskazują, że jesteśmy w przededniu kolejnego skoku w technologii 
ulepszania enzymów in vitro, który prawdopodobnie znacznie poszerzy zakres wy
korzystania biokatalizy w przemysłowej syntezie organicznej, zwłaszcza w syntezie 
nowych farmaceutyków. Dla koncernów farmaceutycznych liczy się bowiem nie tyl
ko sama oferta ulepszonego pod kątem określonego procesu enzymu, ale i czas, 
w przeciągu którego można uzyskać żądany wariant biokatalizatora.

Kolejne przykłady udanych aplikacji DE w modyfikacjach enzymów przynosi nie
mal każdy tydzień. Najwięcej tych prac powstaje w USA, mniej w Japonii, a Europa 
pozostaje daleko w tyle, choć obserwuje się znaczne wysiłki środowisk naukowych 
przede wszystkim Włoch, Niemiec i Francji, aby tę sytuację zmienić. Autorce rapor
tu niewiele wiadomo o badaniach w obszarze molekularnej ewolucji enzymów in vi
tro w krajowych laboratoriach; takie prace rozpoczęto niedawno w zespole S. Bie
leckiego w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki Łódzkiej.

5. Nowe postacie preparatów enzymów

Enzymy w postaci rozpuszczalnej, powszechnie wykorzystywane w praktyce la
boratoryjnej, a tylko w ograniczonej skali w innych aplikacjach, np. w przetwórstwie 
żywności (mikrobiologiczna podpuszczka i lipazy w serowarstwie, ksylanazy w wy
pieku pieczywa o zwiększonej pulchności, proteazy w zmiękczaniu tkanki mięsnej), 
rzadko kiedy są w tej formie przydatne dla przemysłowej syntezy chemicznej, 
w której koszt biokatalizatora stanowi jedną z głównych pozycji ogólnych kosztów 
procesowych. Można je istotnie obniżyć stosując enzymy immobilizowane, zwykle 
na stałych nośnikach, charakteryzujące się wysoką stabilnością operacyjną (ważną
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zwłaszcza dla procesów ciągłych), jak też możnością wielokrotnego użycia tej samej 
porcji katalizatora w kolejnych transzach produkcji. Klasyczne metody unierucha
miania enzymów, rodzaje matryc, zalety i wady preparatów immobilizowanych są 
dobrze znane biotechnologom nie tylko z prac oryginalnych; jest to już wiedza 
podręcznikowa. Poruszano też te zagadnienia w wielu pracach publikowanych w na
szym czasopiśmie (np. w nrnr 24, 29, 44).

W ostatnich latach pojawiły się liczne prace, świadczące o nowym podejściu do 
starego problemu. Bardzo obiecującą, nową i co istotne, niezwykle stabilną formą 
immobilizowanego enzymu jest np. biokatalityczny plastik (biocatalytic plastic), do 
którego enzym jest inkorporowany podczas polimeryzacji winylu. Ta technika po
zwala przygotować biokatalizator w formie najbardziej odpowiedniej dla danej apli
kacji. Przy polimeryzacji suspensyjnej powstają ziarna o kontrolowanych wymia
rach, przydatne do formowania złóż w bioreaktorach. Kształtowanie polimeru (z en
zymem) w formie cienkich filmów mogłoby posłużyć w otrzymywaniu biokatalitycz- 
nych farb i powłok zabezpieczających różne produkty przed psuciem się. Biokatali
tyczny plastik o odpowiedniej specyficzności mógłby być też stosowany, jak się wy
daje, w syntezie chemicznej oraz diagnostyce, a może nawet w terapii medycznej 
(54).

Do nowych metod immobilizacji można też zaliczyć zamykanie enzymów w hy
brydowych kompozytach organiczno-nieorganicznych, wykorzystywane już w skali 
przemysłowej (Fluka Chemie) oraz zamykanie enzymu bądź całych komórek w sieci 
polimeru wraz z cząstkami magnetytu, szczególnie przydatne jako metoda otrzymy
wania złóż przeznaczonych do reaktorów fluidalnych (55).

Bardzo interesującą metodą jest sieciowanie kryształów enzymów (CLECs, 
cross-linked enzyme crystals) (56), osiągane w wyniku dehydratacji pod wpływem po
larnego solwentu. Usieciowana w ten sposób krystaliczna subtilizyna zachowywała 
nawet do 80 godz. stabilność w acetonitrylu i tetrahydrofuranie przy różnych ak- 
tywnościach wody, a jej aktywność katalityczna była znacznie wyższa od aktywności 
liofilizowanych preparatów natywnego enzymu.

Na drodze koprecypitacji enzymu z różnymi mikrokryształami w warunkach de
hydratacji układu przez jakiś solwent, można otrzymać pokryte enzymem większe 
kryształy o rozmiarach rzędu pm, które w środowisku rozpuszczalników organicz
nych wykazują nawet 100-krotnie wyższą aktywność niż konwencjonalne liofilizo
wane preparaty białek enzymatycznych. Autorzy tej metody (57) uważają, że taką 
formę biokatalizatora (mikrokryształy pokryte enzymem) można by wykorzystać nie 
tylko w syntezie organicznej, ale także we wspomnianym już wysokoprzepustowym 
skriningu enzymów (HTS), poddawanych ukierunkowanej ewolucji.

Znacznie mniej kosztowne niż sieciowanie kryształów enzymów (CLECs), jest 
otrzymywanie usieciowanych agregatów białek enzymatycznych (CLEAs, cross-linked 
enzyme aggregats). W tym przypadku sieciowanie następuje równolegle z precypita- 
cją białka, którą można przeprowadzić w różny sposób, oczywiście w warunkach 
niedenaturujących. CLEAs lipazy Candida antarctica otrzymane w obecności eteru ko

BIOTECHNOLOGIA 2 (61) 316-336 2003 331



ronowego wykazywały o 170% wyższą aktywność w hydrolizie p-nitrofenylopropio- 
nianu od enzymu natywnego (58), wzrastała też znacznie ich aktywność syntetyczna 
w rozpuszczalnikach organicznych i w obecności surfaktantów.

6. Iniynierowanie środowiska reakcji; ciecze jonowe

Kierunek i przebieg katalizowanej reakcji zależy nie tylko od wybiórczości 
działania i właściwości kinetyczno-termodynamicznych białka enzymatycznego wy
korzystywanego w procesie, ale także od chemicznego charakteru środowiska reak
cji, którym in vitro może być nie tylko woda, ale też rozpuszczalniki organiczne, cie
cze nadkrytyczne, a także faza gazowa. Badania zachowania się enzymów w tych 
nienaturalnych środowiskach spowodowały, że klasyczny schemat, wynikający z hi
potezy Emila Fishera: jeden enzym-jedna reakcja-jeden substrat, nie może być już 
traktowany jako pewnik i, że enzymy mogą in vitro katalizować transformacje całko
wicie odmienne od dokonywanych przez siebie w żywych ustrojach. Tak zatem, li
pazy mogą syntetyzować estry i pokrewne związki, proteinazy nie tylko peptydy, 
ale także estry, glikozydazy - oligo-, a nawet polisacharydy. Te nieoczekiwane 
uzdolnienia syntetyczne, szczególnie cenne dla produkcji stereospecyficznych sub
stancji, zostały wielokrotnie zaprezentowane także na łamach „Biotechnologii” 
(choćby w bieżącym jej numerze), dlatego w tym rozdziale zostanie jedynie omó
wione wykorzystanie cieczy jonowych jako środowiska reakcji enzymatycznych, po
nieważ jest to stosunkowo nowe zagadnienie.

Ciecze jonowe są to sole, występujące w temperaturze otoczenia w stanie ciek
łym. Innymi słowy są to sole, które nie muszą być w tej temperaturze roztapiane za 
pomocą zewnętrznego źródła ciepła. Składają się z heterocyklicznych kationów, za
wierających organiczny azot oraz z nieorganicznych anionów, są zatem kombinacja
mi kation/anion.

Właściwości cieczy jonowych są niezwykłe - są one ciekłe w szerokim zakresie 
temperatur (do ok. 300°C), ich punkt topnienia leży w temperaturze pokojowej, roz
puszczają się w nich liczne substancje nieorganiczne i organiczne, a nawet polime
ry, cechuje je wysoka polarność, znikome ciśnienie par, doskonała i zróżnicowana 
kwasowość Lewisa/Bronsteda, ponadto można je wielokrotnie używać i poddawać 
recyklingowi. Reakcje chemiczne w nich prowadzone, także te bez udziału kataliza
torów biologicznych, cechują się wyższą specyficznością i wydajnością. Ponadto, 
w przeciwieństwie do rozpuszczalników organicznych, stosując ciecze jonowe mo
żemy dowolnie kształtować pH środowiska reakcji, co dla katalizy enzymatycznej 
ma pierwszorzędne znaczenie.

Mechanizm działania cieczy jonowych jest niejasny, jednakże można nimi zastę
pować nie tylko rozpuszczalniki organiczne, ale i ciekłe kwasy w syntezie chemicz
nej (59). Właściwości cieczy jonowych zależą od ich składu, a ten można w szerokim 
zakresie zmieniać, odpowiednio komponując rodzaj i proporcje kationów i anio
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nów, dostosowując końcowy skład cieczy jonowej do danej reakcji, jest to zatem 
właściwie projektowanie rozpuszczalnika.

Oczywiście w kontekście tego opracowania najbardziej istotna jest możliwość 
wykorzystania cieczy jonowych w biokatalizie, choć są one bardzo uniwersalne 
i znalazły już wiele innych aplikacji (elektrolity w procesach elektrochemicznych, 
substraty do wytwarzania nowych materiałów, rozpuszczalniki do separacji i eks
trakcji licznych substancji).

W biokatalizie ciecze jonowe były już z powodzeniem stosowane (ciągle jeszcze 
w skali laboratoryjnej) jako środowisko w licznych reakcjach transestryfikacji, alko
holizy i amoniolizy z udziałem lipaz (60), w rozdziale racematów P-chiralnych hy- 
droksymetanofosfinatów i tlenków hydroksymetanofosfmatów (61) katalizowanym 
przez pleśniowe lipazy, a także w syntezie Z-aspartamu z udziałem termolizyny (cyt. 
za Kiełbasińskim i in.; 61).

Ostatnio (62) ukazała się pionierska praca, w której do redukcji ketonów w śro
dowisku cieczy jonowej zostały wykorzystane immobilizowane drożdże piekarskie, 
przy czym w tym systemie następowała regeneracja NADPH z szybkością dostoso
waną do szybkości głównej reakcji, jest to pierwsza informacja o udanej biotrans- 
formacji w cieczy jonowej z udziałem komórek, dowodząca, że w odpowiednim śro
dowisku reakcji mogą być one użyte w syntezie chemicznej.

Walory cieczy jonowych jako środowiska reakcji podnosi fakt, że superkrytyczny 
CO2 (SCCO2), nieźle się w nich rozpuszcza (np. 60% CO2 rozpuszcza się w [BMT] [PFe] 
przy ciśnieniu 80 bar), co otwiera nowe pole do inżynierowania środowiska reakcji, 
tym bardziej interesujące, że obydwa rozpuszczalniki są przyjazne dla środowiska. 
Co prawda takie mieszaniny nie były jeszcze stosowane w katalizie enzymatycznej, 
ale z powodzeniem wykorzystano je w chemicznych reakcjach hydrogenacji i hydro- 
winylacji (63).

Na koniec należy wspomnieć o kolejnym rodzaju rozpuszczalnika, który poten
cjalnie może być użyteczny dla biokatalizy. Są to rozpuszczalniki nadfluoranowe, 
jednakże aby katalizator w nich się rozpuścił, trzeba zaprojektować specjalne Ugan
dy. Pewne niebezpieczeństwo stanowi fakt, że te rozpuszczalniki rozkładają się 
w wysokiej temperaturze, dając toksyczne związki i pochodne fluoru, co zawę
żałoby zakres temperatur, który mógłby być wykorzystany w biokatalizie zacho
dzącej w ich środowisku (63).

7. Zakończenie

w raporcie starano się w możliwie skondensowanej formie przedstawić najnow
sze tendencje badawcze w obszarze biokatalizy. Nie było to zadanie łatwe, bowiem 
te tendencje są tak różnorodne, a postęp prac wręcz lawinowy, że nie można być 
pewnym, już nawet nie tego, czy zostały uwzględnione rzeczywiście wszystkie naj
istotniejsze nowości, ale czy dobór zaprezentowanych w raporcie był właściwy.
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Ocenia się, że w chwili obecnej ponad 60% produktów i ponad 90% procesów 
przemysłowych opiera się na katalizie, w przeważającym jeszcze stopniu na katali
zie chemicznej. Przyszłość jednakże z pewnością należy do biokatalizy. Również 
chemicy coraz lepiej rozumieją tę konieczność, sięgając coraz częściej w swych ba
daniach do biomolekut katalitycznych. W raporcie pominięto prezentację tych prze
mysłowych procesów, które już są oparte na biokatalizie, jest to bowiem materiał 
na odrębne opracowanie. Nie ma zresztą takich procesów zbyt wiele, zważywszy na 
zasięg współczesnego przemysłu syntezy organicznej. Dzieje się tak i z tego wzglę
du, że nakłady poniesione w przeszłości na rozwój procesów opartych na katalizie 
chemicznej były ogromne i koncerny chemiczne pragną dyskontować kolejne zyski 
z tego tytułu. Jednakże coraz większa świadomość społeczeństw o zagrożeniach ja
kie stwarza klasyczny przemysł chemiczny dla ziemskiego środowiska, wymusi 
z pewnością szersze wykorzystanie procesów biokatalitycznych. Likwidują one 
przecież uciążliwe dla środowiska odpady i nie prowadzą do tworzenia niechcia
nych substancji ubocznych, czasem trudnych do usunięcia z głównego produktu. 
Ponadto biokatalizatory charakteryzują się niespotykaną wśród katalizatorów che
micznych selektywnością działania, czyli cechą o wyjątkowym znaczeniu dla syntezy 
organicznej.

Również inne obszary aplikacji biokatalizatorów (nie tylko oczywiście enzymów, 
ale także RNAzymów, DNAzymów i abzymów), zwłaszcza w medycynie, są ogromne 
i niejednokrotnie były rozważane na łamach „Biotechnologii”.
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