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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. Wstep

Ogolnobiologiczne i aplikacyjne znaczenie badan w obszarze
biokatalizy, poczatki ktérych siegajg XIX w., systematycznie ros-
nie. W opinii Marrsa i in. (1), cytuje: ,,po fali badan farmaceutycz-
nych i agrobiotechnologicznych, ktére zdominowaty minione
pietnastolecie rozwoju biotechnologii, przemystowa biokatatiza

* Redakcja wyraza wdzieczno$¢ Stowarzyszeniu Zbiorowego Zarzadzania
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jest postrzegana jako trzecia fala biotechnologii”, co potwierdzajg m.in. analizy
ekonomiczne OECD (2). jej sercem - jak to okreslili cytowani autorzy - jest bioka-
talizator.

Biokatalizator, rozumiany jeszcze najczesciej jako natywne lub modyfikowane
specyficzne biatko enzymatyczne, badz tez indywidualna komoérka o okreslonych
preferencjach metabolicznych, jest juz wiasciwie z definicji podstawowym narze-
dziem w kazdym procesie biotechnologicznym, bowiem istota kazdego takiego pro-
cesu jest biotransformacja, mniej lub bardziej ztozona, ale zawsze katalizowana.
Oparte sg na niej zaréwno biotechnologie tradycyjne (wytwarzanie wina, piwa, se-
row, fermentowanych napojow i sosow, chieba, kiszonek warzywnych, rozmaitych
regionalnych produktéw spozywczych, itp.), wykorzystywane przez cztowieka od
tysigcleci, jak tez rozwiniete w ostatnim pdétwieczu nowoczesne biosyntezy i bio-
transformacje (produkcja antybiotykdw, rekombinowanej insuliny, interferonu, hor-
mondw, czynnikdéw krzepniecia krwi i innych biofarmaceutykdéw, wirusowych szcze-
pionek), oparte na odkryciach biologii molekularnej i opracowanych w ich efekcie
technikach inzynierii genetycznej, komérkowej oraz biatkowej. Niestety, ogromny
potencjat uzytkowy biokatalizatoréw stanowi ciggle jeszcze tylko wyzwanie dla ste-
reospecyficznej przemystowej syntezy organicznej, ktéra wykorzystuje go w nie-
wielkim stopniu, takze i dlatego, ze dotagd dostepne, w wiekszosci delikatne natyw-
ne biatka katalityczne nie zawsze spetniaja, np. pod wzgledem stabilnosci, wymogi
tego przemystu. W badaniach ostatnich dziesiecioleci udowodniono jednak, ze czas-
teczka biokatalizatora moze zosta¢ indywidualnie dostosowana, wrecz ,,przykrojo-
na na miare” do jednostkowych aplikacji, hawet catkowicie odmiennych od znanych
nam proceséw zachodzacych in vivo, badz tez wymagajacych warunkéw niespotyka-
nych w naturalnym dla danego biokatalizatora $rodowisku.

Dostosowanie biokatalitycznej czasteczki do konkretnego procesu, czesto decy-
dujgce o jego optacalnosci, mozna osiggna¢ rozmaitymi sposobami:

- Poszukujac nowych, przystosowanych do niezwyklych warunkéw natywnych
biokatalizatoréw, wytwarzanych przez ustroje pochodzgce z ekstremalnych - oczy-
wiscie z ludzkiego punktu widzenia - Srodowisk, ktérych na naszej planecie nie
brakuje, a ktérych bardziej systematyczna eksploracja rozpoczeta sie stosunkowo
niedawno.

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

- Opracowujgc stosowng dla danego procesu postac¢ biokatalizatora, ktdra mo-
ga by¢ nie tylko jego indywidualne czasteczki badz cate komérki, ale takze ich im-
mobilizowane w réznych matrycach preparaty, a nawet usieciowane w wyniku dehy-
dratacji krysztaty lub agregaty biokatalizatorow (tzw. CLECs i CLEAs, patrz rozdz. 5).

- Inzynierujac warunki fizyczne procesu (biokataliza pod zwiekszonym cisnie-
niem), lub czesciej - Srodowisko katalizowanej reakcji, ktdrym moze byc¢ nie tylko
woda, ale i Srodowiska dwufazowe i niewodne, np. stosowane juz od do$¢ dawna
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rozpuszczalniki organiczne, ciecze nadkrytyczne, faza gazowa, a ostatnio takze cie-
cze jonowe i rozpuszczalniki nadfluoranowe.

Najistotniejsze z wymienionych zagadnienn zostang szerzej oméwione w kolej-
nych rozdziatach tego opracowania, celowo pomijajgcego rownie wazne dla opta-
calnosci przemystowej biokatalizy problemy typowo inzynierskie, wyczerpujgco za-
prezentowane w jednym z poprzednich numeréw ,,Biotechnologii” (59,2002).

Gtéwnym celem jaki postawita sobie autorka przygotowujac raport, bylo uz-
mystowienie Czytelnikowi jak duze jest obecnie na $wiecie tempo i postep badan
w zakresie biokatalizy. Aby ocenic¢ jaki jest rzeczywisty stan takich badan w polskich
o$rodkach naukowych, nalezatoby dokonaé¢ odrebnej analizy, opartej przede wszyst-
kim na skrupulatnym przegladzie publikowanych przez polskich autoréw oryginal-
nych prac z tego obszaru.

2. Katalityczne bioczasteczki — nie tylko enzymy

Co rozumiemy pod pojeciem biokatalizatora? Jeszcze przed dwudziestoma laty
nasza odpowiedzZ na to pytanie bytaby natychmiastowa i oczywista: ,,wszystkie dotgd
poznane biokatalizatory to biatka enzymatyczne”. Dzisiaj wiemy, ze cho¢ stanowig
one rzeczywiscie najobszerniejsza klase naturalnych substancji katalitycznych, nie
jest to jedyny rodzaj biokatalizatoréw wystepujacych w przyrodzie. Katalitycznymi
wiasciwosciami charakteryzujg sie rowniez niektére domeny natywnych czgsteczek
RNA, po raz pierwszy opisane w poczgtkach lat 80. w zespotach Cecha (3) i Altmana
(4), nazwane rybozymami lub RNAzymami. Te grupe katalitycznych bioczasteczek
wyczerpujaco scharakteryzowano w pracach publikowanych w tym samym numerze
,.Biotechnologii”, do nich zatem odsytam zainteresowanych Czytetnikow.

Kolejnym znaczaco rozszerzajacym zasieg biokatalizy odkryciem byto znatezie-
nie katalitycznych DNA w kombinatorycznych bibliotekach jego jednoniciowych czas-
teczek, otrzymanych na drodze syntezy chemicznej i wyselekcjonowanych z wyko-
rzystaniem tzw. metody Selex-, obszerny przeglad tych zagadnieh znajdzie Czytelnik
w pracy B. Nawrot (5). Analogicznie do katalitycznych RNA, katalityczne DNA okresla
sie mianem deoksyrybozyméw lub DNAzyméw. W przeciwienstwie do rybozymow,
do tej pory nie znaleziono naturalnych katalitycznych DNA, cho¢ nie mozna wyklu-
czy¢ ich istnienia.

W poczatkach lat 80. ukazaty sie pierwsze prace (6,7) o abzymach, czyli katali-
tycznych przeciwciatach wytwarzanych laboratoryjnie (tym zagadnieniom byfa po-
Swiecona obszerna praca przegladowa S. Bieleckiego, opublikowana w numerze
11 ,,Biotechnologii” w 1991 r.). Przeciwciata zostaty wybrane nieprzypadkowo przez
eksperymentatoréw dazacych do konstrukcji nowej klasy katalitycznych bioczaste-
czek, bowiem naturalng wtasciwoscig kazdego z tych biatek, powstajgcych w ustro-
ju w odpowiedzi na obecnos¢ swoistego immunogenu, jest tworzenie z nim mole-
kularnego kompleksu, ktérego formowanie jest rowniez nieodtgczng cechg katalizy
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enzymatycznej. Zatozono, ze je$li do immunizacji zwierzat doswiadczalnych wyko-
rzysta sie odpowiednio stabilny analog stanu tranzycji jakiego$ substratu, ktérego
tworzenie towarzyszy kazdej reakcji, otrzyma sie w wyniku swoiste przeciwciato,
wykazujace wysokie powinowactwo nie tylko do tego analogu, ale i do stanu tranzy-
cji whasciwego substratu. Innymi stowy, takie przeciwciato bedzie potrafito katalizo-
waé oczekiwang przez eksperymentatora chemiczng przemiane danej substancji*.

Do chwili obecnej opracowano procedury otrzymywania abzyméw katalizu-
jacych ok. 100 roznych reakcji (7), przede wszystkim hydrolizy, ale tez kondensacji
Diels-Adlera i innych typéw przemian, jednakze zadnego z nich nie wprowadzono
do produkcji na wiekszg skale, poniewaz wykorzystuje sie w niej przeciwciata mo-
noklonalne, co znacznie zwigksza koszty przedsiewziecia.

Autorzy technologii otrzymywania abzyméw z pewnoscig nie przypuszczali, ze
katalityczne przeciwciata zostang znalezione w naturze. Stwierdzono to juz po
uptywie kilku lat od ukazania sie pierwszych prac o abzymach otrzymywanych w la-
boratoriach naukowych. Poczatkowo sgadzono, ze naturalne przeciwciala katalitycz-
ne pojawiajg sie w surowicy krwi tylko w stanach chorobowych, gtéwnie u pacjen-
téw z chorobami autoimmunologicznymi (astma, reumatoidalna artroza), wirusowy-
mi (H1V) i nowotworowymi (8,9), ostatnio jednak pojawity sie doniesienia o bezspor-
nej obecnosci w mleku zdrowych karmigcych kobiet przeciwciat o aktywnosci kina-
zy biatkowej, rybonukleazy, deoksyrybonukleazy i a-amylazy (10). Ta ostatnia rdzni
sie wyraznie od a-amylaz ludzkiej $liny i trzustki, ktore potrafig hydrolizowaé jesz-
cze maltotrioze, podczas gdy abzym mileka nie rozklada tego substratu, preferujac
jako SLibstraty skrobie i wyzsze maltooligosacharydy.

Abstrahujgc od fizjologicznej roli tych naturalnych katalitycznych przeciwciat,
ich istnienie potwierdza coraz powszechniejszg opini¢ enzymologéw, ze paleta na-
turalnych biokatalizatoréw jest znacznie bogatsza niz mogtoby sie wydawac jeszcze
kilkadziesiat lat temu.

Kolejna, niezwykle intrygujacg obserwacjg, zwlaszcza w Swietle pogladéw nie-
ktérych badaczy sprzed kilkunastu lat, gtoszacych, ze czasteczki biatek enzymatycz-
nych sg zadziwiajgco mate (masa wiekszosci enzymoéw monomerycznych waha sie
od kilkunastu do stukilkudziesieciu kDa), wzigwszy pod uwage molekularng zto-
zonos$¢ katalizowanych przez nie reakgji, jesli rozpatruje sie je na poziomie atomo-
wym, bylo wykrycie tzw. mikrozyméw - nowej Kklasy naturalnych, katalitycznych
bioczgsteczek, ktdrych masy sg nizsze od 10 kDa.

Dotad opisane naturalne mikrozymy sg albo matymi biatkami o masach z zakresu
od 4,3 do 9,7 kDa, albo niewielkimi polipeptydami, zbudowanymi z kilkunastu ami-
nokwaséw, jak np. czasteczka mikroesterazy z Bocillus stearotfiennophilus, ztozona
z 17 aminokwas6éw (najmniejszy dotad opisany naturalny mikrozym; 11).

* Sytuacja Jest w rzeczywistosci bardziej skomplikowana, bowiem w wyniku takiego postepowania
mozna otrzymac¢ abzym o bardzo wysokim powinowactwie do substratu, ale niekoniecznie o duzej
sprawnosci (liczbie obrotéw) katalitycznej w reakcji przemiany tego substratu w oczekiwany produkt.
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Izolowanie mikrozymdw z naturalnych Zrédet nie jest fatwe, poniewaz w oczysz-
czaniu tak matych czasteczek zawodza rutynowe metody opracowane dla izolacji ty-
powych enzymoéw (12). jest to prawdopodobnie jedna z przyczyn, ze poznalismy
dotad tylko nieliczne naturalne mikrozymy, cho¢ wielu badaczy spodziewa sig, ze sg
one znacznie szerzej rozpowszechnione w przyrodzie, zwtaszcza w mikroorgani-
zmach termofilnych i w grzybach (13).

Do tej pory opisano mikroesteraze o masie 5,7 kDa z Candida lipolytica (14); ren-
ninopodobng proteaze z termofilnego szczepu Actinomycetes, zbudowang z 79 ami-
nokwasow (15); mikrozym o masie 6,2 kDa z archebakterii Sulfolobus sulfataricus, ka-
talizujacy tworzenie mostkow disiarczkowych w biatkach (16); alkalofilng
(pHopt = 11) i termostabilng metaloproteinaze Gram (-I-) bakterii Kurthia spiroforme,
pochodzacej z jednego z gejzerdow w Yellowstone (17); kilka mikroesteraz o masach
od 1530 do 4275 Da z termofilnych grzybow (13) oraz wspomniang juz esteraze
z B. stearothermophilus o masie 1543 Da i stosunkowo wysokiej aktywnosci wzgle-
dem tributyryny (15,6 U x mg ' homogennego biatka; 11). Niestety, tylko dla dwoch
mikrozyméw ustalono skfad aminokwasowy, nie jest natomiast znana sekwencja
i tréjwymiarowa struktura zadnego z nich. Pewne wiasciwosci tych bioczgsteczek,
jak podatnos¢ na denaturacje, krzywe v = fjS] z charakterystycznym efektem wysy-
cenia, dzwonowaty charakter krzywych v = f|pH], wskazuja na ich enzymopodobny
charakter, jednakze badania tej klasy naturalnych biokatalizatoréw sa ciagle w sta-
nie poczatkowym i wymagajg znacznej intensyfikacji.

Chociaz w $wietle dotychczasowych rezultatéw badan nad mikrozymami minia-
turyzacja rozmiardw katalitycznych biatek nie prowadzi do jakich$ szczegélnych ko-
rzysci, np. do zwiekszonej stabilnosci molekularnej i katalitycznej, odkrycie mikro-
zymoOw jako kolejnej klasy naturalnych biokatalizatoréw otwiera szerokie perspek-
tywy do produkcji przez cztowieka na drodze syntezy chemicznej matych katalitycz-
nych bialek o zaplanowanych wasciwosciach. Metodologicznie jest to mozliwe, bo-
wiem wydajna chemiczna synteza w fazie statej taricuchoéw polipeptydowych zbudo-
wanych z kilkudziesieciu nawet reszt aminokwasowych o okre$lonej sekwencji nie
nastrecza obecnie specjalnych trudnosci. Takie syntetyczne mikrozymy moglyby
stanowi¢ dobrg alternatywe dla syntetycznych rybo-, deoksy- i abzymdéw, ktérych
produkcja jest znacznie bardziej kosztowna i skomplikowana, chocby z tego wzgle-
du, ze obejmuje etapy, ktére trzeba prowadzi¢ in vivo.

Badania w tym kierunku sg rozwijane w ostatniej dekadzie bardzo intensywnie.
Dla przyktadu, w 1993 r. opublikowano w ,,Nature” (18) prace o syntezie racjonalnie
zaprojektowanego 14-aminokwasowego, cyklicznego peptydu, agregujgcego do for-
my amfipatycznej helisy, ktoremu autorzy nadali nazwe Oxaldicl i ktory katalizowat
dekarboksylacje szczawiooctanu. Zsyntetyzowano tez 42-aminokwasowy peptyd
KO-42 z szescioma resztami His, zwijajgcy sie w motyw helisa-petta-hetisa, dimery-
zujacy do formy czterohelikalnej, katalizujgcy hydrolize i transestryfikacje estrow
p-nitrofenylu 1000-krotnie aktywniej niz 4-metyloimidazol (19). Prawdopodobnie
ten syntetyczny mikrozym funkcjonuje na podstawie ogélnego mechanizmu katalizy
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kwasowo-zasadowej, w ktdrym wykorzystywana jest protonacja i deprotonacja
reszt histydyny. Po wprowadzeniu do aktywnego miejsca KO-42 reszt Arg i Lys, w Ki-
netyce reakcji z jego udziatem pojawit sie charakterystyczny efekt wysycenia i zna-
czaco wzrosta specyficznose.

Oczywiscie prace nad projektowaniem de novo katalitycznych peptydéw i matych
biatek o0 okreslonym przestrzennym sfatdowaniu i specyficznych wiasciwosciach funk-
cjonalnych nie wyszly jeszcze z powijakéw, cho¢ ich liczba wzrasta (zainteresowa-
nych odsytam do wyczerpujacego przegladu Monti i Riva'y, 12). Aby szybciej osigg-
ngé¢ komercyjny sukces w tej dziedzinie, nalezatloby polaczyé¢ strategie projektowa-
nia mikrozyméw na podstawie rosnacych w szybkim tempie bazach struktur biatko-
wych (rok rocznie rejestruje sie ok. trzech tysiecy nowych) z opracowaniem wydaj-
nych metod selekcji interesujgcych wariantéw, adaptujac choéby metody skriningu,
stosowane w ukierunkowanej ewolucji enzymow in vitro (patrz rozdz. 4). Powinno
to zaowocowac¢ w ciagu najblizszych Kkilkunastu lat komercjalizacjg technologii pro-
dukcji zminiaturyzowanych biatek katalitycznych.

3. Ekstremozymy

w gospodarce (przemyst rolno-spozywczy, farmaceutyczny, chemiczny, wiokien-
niczy i inne) sg obecnie w przewazajacym stopniu wykorzystywane natywne badz
rekombinowane, czasem tez juz udoskonalone in vitro, biatka enzymatyczne pocho-
dzenia mikrobiologicznego, ktére nawet w wielu tradycyjnych technologiach zas-
tapity, czesciowo lub catkowicie, wczesniej stosowane enzymy zwierzece i roslinne,
jak choéby cielecg podpuszczke czy stodowe enzymy amylolityczne. Po wtore, wy-
korzystuje sie jeszcze prawie wylgcznie enzymy pochodzace z mikroorganizméw
mezofilnych, dobrze zresztg scharakteryzowane, tatwo dostepne w zadanej skali
i stosunkowo niedrogie. Naturalne cechy tych biatek, w tym takze ograniczona kon-
formacyjna stabilno$¢ sprawiajg jednak, ze moga by¢ one stosowane jedynie w bio-
katalizie konwencjonalnej, przebiegajgcej w umiarkowanych warunkach temperatu-
ry, cisnienia, pH, zasolenia, itp., gdy tymczasem wiele juz opracowanych proceséw
technologicznych zachodzitoby znacznie wydajniej, lub wymagatoby mniejszych
naktadéw, gdyby prowadzono je w warunkach bardziej drastycznych, a opracowa-
nie innych, w tym szersze wykorzystanie biokatalizy w syntezach organicznych,
statoby sie tatwiejsze, gdybysmy dysponowali bardziej zréznicowang gamg biatek
katalitycznych, w tym takze zaadaptowanych do niekonwecjonalnych srodowisk.

Takie natywne enzymy w przyrodzie wystepujg, a ich producentami sg przede
wszystkim drobnoustroje ekstremofilne, ktérych pewne grupy (np. psychrofile) sg
prawdopodobnie znacznie bardziej liczne od mikroorganizméw bytujacych w in-
nych $rodowiskach (85% powierzchni naszej planety to psychrosfera o temperatu-
rach ponizej 5°C). Warto wspomnie¢, ze poznalismy dotad ok. 500 tys. réznych ga-
tunkow drobnoustrojéw (bakterii, grzybéw, jednokomérkowych glonéw i wiruséw).
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co Stanowi wedtug szacunkéw mikrobiologow nie wiecej niz 1% mikroorganizmow
zyjacych na Ziemi. Wiadomo tez, ze wiekszosci z tych ustrojow nie potrafimy
i prawdopodobnie w najblizszej przysztosci nie bedziemy potrafili namnaza¢ w wa-
runkach laboratoryjnych {unculturable microorganisms), badz tez ich geny w takich
hodowlach nie ulegajg ekspresji, co (przynajmniej obecnie) ogranicza mozliwosé
petnej oceny wartosci uzytkowej nawet tych szczepOw, ktore ulegajg propagacji.
Szczesliwie, po przeszito stuletnim ogniskowaniu sie badafn mikrobiologicznych na
florze mezofilnej, ta sytuacja ulegta w ostatnim pietnastoleciu wyraznej zmianie
i obecnie ogromne $rodki przeznacza sie na badania drobnoustrojow ekstremofil-
nych. Nalezg do nich: termo- (Topt wzrostu powyzej 45°C, a dla hipertermofili powy-
zej 85°C) i psychrofile (Tmin 0°C i ponizej; metaboliczng aktywnos$¢ w prébach lodu
antarktycznego obserwowano do -17°C, a w powoli rozmrazanych prébach zmarzli-
ny z syberyjskiej tundry do -20°C); (20), acido- (pH $rodowiska ponizej 2) i alkalofile
(pH 10 i wyzsze), barofile (cisnienie > 1 atm), halofile (stezenie NaCl w $Srodowisku
4-5M), a takze metalofile (adaptacja do wysokich stezern metali ciezkich), radiofile
(rosng przy wysokich poziomach radiacji dzieki wydajnemu systemowi naprawy
uszkodzeri DNA) i mikroaerofile (wymagajg stezen tlenu nizszych od 21%, wytwa-
rzajgq unikatowy system enzymow antyoksydacyjnych). Szczegélne zainteresowanie,
zwlaszcza astrobiologéw, budzi najbardziej chyba unikatowa grupa drobnoustro-
jow ekstremofilnych, tzw. eutektofile, zyjace w eutektycznej fazie macierzy lodo-
wej, jest to faza witryfikacji (zeszklenia), w ktdrej woda przemienia sie juz w 18d, ale
jej ciekle czasteczki (oczywiscie wraz z nutrientami), sg jeszcze obecne w siateczce
lodu. W tzw. lodzie typu VI (jeden z rodzajéw lodu wystepujgcego na Ziemi; 21), ta
cze$¢ wody, ktora przeszia juz w faze stalg jest ciezsza (!) od tej jej czesci, ktdra
jeszcze pozostaje ciekta, jest to zatem sytuacja odwrotna niz w przypadku lodu
typu 1 ktéry jest najbardziej rozpowszechniony w $Srodowisku ziemskim i ktdry
wszyscy dobrze znamy.

Natywne, katalityczne biatka wszystkich tych niezwyktych drobnoustrojéw, okres-
lane w literaturze mianem ekstremozymow, wyewoluowaty dzieki czesto diugiej
i nieprzerwanej presji niesprzyjajacego srodowiska, s zatem z natury przystosowa-
ne do warunkéw, w ktérych ich mezofilne odpowiedniki tracg swoje funkcje.

Najbardziej zaawansowane sg badania enzymow zaadaptowanych do wysokich
temperatur (Topt = 90  115°C), zwanych czesto terinozymami (22), a wytwarzanych
gtéwnie przez hipertermofilne archebakterie i eubakterie. Bodzcem dla ich rozwoju
byt komercyjny sukces polimerazy DNA Tliernnis aguaticus (Taq polimeraza), zastepo-
wanej obecnie przez homologiczny enzym z hipertermofilnego archeona Pyrococcus
furiosus (23). Skomercjalizowano juz takze produkcje termofilnych amylaz, ksylanaz
i proteaz. Sg one wykorzystywane, odpowiednio, w produkcji glukozy i fruktozy ze
skrobi, w bieleniu mas papierniczych i w przemysle piekarniczym, w browarnictwie
oraz jako komponenty detergentéw piorgcych nawet w temperaturze wrzenia wody
(24). Mozna sie spodziewac, ze w najblizszych latach zostang wprowadzone do
praktyki przemystowej 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 takze termoalkalostabilne lipazy, np. z B. thermocatenulatus (24).

W Polsce badania termozymow sg prowadzone w zespotach J. Kura (Katedra Mi-
krobiologii PG) oraz J. Synowieckiego (Katedra Chemii i Technologii Zywnosci, PG)
i sg skupione gtéwnie na hydrotazach glikozydowych Pyrococcus woessei.

W ostatniej dekadzie wyraznie zintensyfikowano tez prace nad adaptowanymi
do zimna enzymami psychrofilnymi (vide - projekt COLDZYME w IV Programie Ra-
mowym UE), poszukiwanymi przede wszystkim u drobnoustrojéw antarktycznych
oraz u ryb bytujgcych w zimnych akwenach, rzadziej natomiast w fito- i zooplankto-
nie z permanetnie zimnych $rodowisk. Do tej pory rozwigzano rentgenograficznie
struktury tylko oSmiu psychrozymoéw - pieciu bakteryjnych i trzech z ryb. Konfor-
macje kolejnych kilkunastu ustalono poprzez modelowanie molekularne na podsta-
wie sekwencji ich gendéw, bowiem Kkrystalizacja wyjatkowo elastycznych molekut
tych adaptowanych do zimna bialek jest trudna. Na wiekszg skate jest obecnie wy-
korzystywana lipaza Candida antarctica oraz prawdopodobnie antarktyczna subtili-
zyna TA41, a whasciwie jej muteina 3G7, otrzymana w wyniku 3 cykli ukierunkowa-
nej ewolucji in vitro enzymu dzikiego, w ktéorym wymiana zaledwie 7 aminokwaséw
(2,3% sekwencji catego natywnego biatka) spowodowata istotny wzrost termostabit-
nosci (500-krotny w 60°C) i przesuniecie Topt enzymu w Kierunku wyzszych tempe-
ratur (z 45 do 55°C), ale bez utraty wysokiej efektywnosci katalitycznej w niskich jej
przedziatach (25).

Cytowane badania oprécz ogromnego waloru aplikacyjnego (wyewoluowang
subtilizyne mozna wykorzystaé i pewnie juz sie tak dzieje, bowiem badania wspé6#fi-
nansowat amerykanski koncern Procter&Gamble, w detergentach nadajgcych sie do
prania zaréwno w temperaturze wody wodociggowej, jak i w wyzszych, co najmniej
do 60°C) majg istotne znaczenie poznawcze. Wykazano w nich bowiem, ze termo-
stabilno$¢ nie musi by¢ nieodtgczng cechg adaptowanego do zimna enzymu, co wy-
dawato sie niemat oczywiste w Swietle dotychczasowych badan wihasciwosci wielu
natywnych psychrozymow (26-29), sugerujacych ponadto, ze brak termicznej stabil-
nosci jest naturalnym wynikiem zwiekszonej gietkosci molekularnej tych biatek, wa-
runkujacej ich katatityczng funkcje w Srodowiskach ubogich energetycznie. Mozna
zatem sadzi¢, ze nie istnieje ,,przymus termolabilnosci” zimnych enzymdéw, wyni-
kajacy w jaki$ oczywisty sposob z praw fizyki i chemii, ktérym podlegajg ich gietkie
czasteczki, jak rowniez, ze ta whasciwos¢ jest raczej w naturatnie wyewoluowanych
psychrozymach cecha przypadkowa.

Oprécz psychrofilnych proteaz, duze zainteresowanie biotechnologéw budza
tez psychrofilne oksydoreduktazy (konstrukcja biosensoréw dostosowanych do ni-
skich temperatur, bioremediacja skazonych zwigzkami ropopochodnymi $rodo-
wisk), lipazy i esterazy, potencjalnie uzyteczne w biokatalizie niewodnej (w $rodo-
wisku rozpuszczalnikéw organicznych spada gietkos¢ molekularna kazdego biatka,
zatem enzym o wiekszej naturainej gietkosci w Srodowisku wodnym, ma wieksze
szanse na wydajng katatize w $rodowisku organicznym), a takze glikozydazy (np.
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P-galaktozydaza), przydatne w niskotemperaturowych reakcjach hydrolizy (np. lak-
tozy w mleku i w $ciekach o duzej zawartosci serwatki), i co istotniejsze, takze
w syntezie in vitro licznych sacharydéw, np. o wiasciwosciach prebiotycznych.

Badania adaptowanych do zimna enzymdéw antarktycznych prowadzi sie tez
w Polsce: w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykdw (A. Piucienniczak), w Zaktadzie
Genetyki UW (P. Weglenski i P. Stepien), w Zakladzie Biologii Antarktyki PAN
(M. Zdanowski) oraz w zespole autorki raportu (Instytut Biochemii Technicznej PL).
Wszystkie te zespoty posiadaja wiasne kolekcje drobnoustrojéw antarktycznych,
ktérych zaczatkiem byla Kolekcja Zaktadu Biologii Antarktyki PAN, utworzona przez
S. Rakusa-Suszczewskiego, S. Donachie i M. Zdanowskiego.

Enzymy pozostatych grup mikroorganizméw ekstremofilnych sg poznane znacz-
nie stabiej, takze z racji istotnych trudnosci technicznych zwigzanych z hodowlg
wielu tych ustrojow. Uwaza sie jednak, ze niektére z nich (rowniez cate komorki
drobnoustrojéw) bedg wykorzystywane w produkcji biopolimerdw o duzym znacze-
niu uzytkowym (np. kwasu (3-hydroksymastowego i poli-y-glutaminowego), a takze
w bioremediacji skazonych - w tych substancjami radioaktywnymi (np. zinzyniero-
wane bakterie Deinococcus radiodurans) - Srodowisk (24).

Szczegolnie intrygujacy obiekt badan stanowig enzymy wspomnianych juz eu-
tektofili, postrzeganych jednak przede wszystkim jako odpowiedniki potencjalnych
prymitywnych drobnoustrojéw pozaziemskich (20). Wedlug Bakera (30) na po-
wierzchni Marsa panuja podobne warunki jak w wiecznej zmarzlinie tundry syberyj-
skiej, a warunki w podlodowych jeziorach antarktycznych powinny przypominaé
warunki panujgce na powierzchni Europy i Calisto - ksiezycOw Jowisza. Nie wydaje
sie, aby badania katalitycznych biatek tych ,,lodowych” mikroorganizmoéw przy uzy-
ciu klasycznych metod mogty osiggngé w bliskiej perspektywie jaki$ znaczacy po-
step, poniewaz po pierwsze ich biosynteza musiataby przebiega¢ w warunkach za-
pewniajgcych stabilny stan witryflkacji wody w podtozu hodowlanym, co moze na-
wet datoby sie osiggnaé, po wtdre natomiast nie wiemy, jak nalezatoby te biatka izo-
lowaé, oczyszczaé, a takze chocby jak skomponowa¢ $rodowisko do oznaczenia ich
aktywnosci, aby odpowiadata aktywnosci przejawianej w warunkach rodzimych.
Dlatego nadzieje na rozwigzanie zagadek enzymoéw, wytwarzanych przez szczegél-
nie kaprysne badz nie dajgce sie¢ hodowac szczepy ekstremofilne, mogg da¢ bezpo-
Srednie badania catosci materiatlu genetycznego obecnego w prébach gleby, wody,
lodu, itd., pochodzacych z siedlisk, w ktorych te ustroje naturalnie bytuja, czyli ba-
dania tzw. metagenomu, a inaczej ,,Srodowiskowego DNA” {environmental DNA)
(31,32). Sprowadzajg sie one do ekstrakcji catkowitego DNA z préb pochodzacych
z takich siedlisk, totalnego zsekwencjonowania otrzymanych po jego sklonowaniu
bibliotek DNA i poszukiwania w nich gendéw juz znanych, badzZ tez unikatowych en-
zymow i innych bioaktywnosci. Pierwsze takie prace, co prawda na razie z mate-
rialem pochodzacym z gleby i osaddéw dennych ze stosunkowo umiarkowanych $ro-
dowisk (Morze Czerwone), juz sie pojawity (31-33). Grupa Lorenza (31,32) w skrinin-
gu metagenomowej biblioteki DNA, zawierajgcej 80 Gpz w plazmidach, fosmidach.
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kosmidach i wektorach X, znalazta ponad 100 roznych klonoéw z aktywnoscig li-
paz/esteraz, proteaz i oksydaz, znacznie poszerzajac dotychczasowa przestrzen se-
kwencyjng kazdej z grup tych enzyméw. Wykryto takze unikatowe sekwencje o nie-
znanej funkcji, ktére wzbogacajg od strony ekologicznej dotychczasowe zasoby
zdeponowane w bankach sekwencji genowych. Oczywiscie, postep badan nad uni-
katowymi i nowymi biokatalizatorami jest przy takim podejsciu $cisle uzalezniony
od réwnolegtych postepéw genomiki, a zwhaszcza proteomiki, jednak juz dzi$ moz-
na powiedzie¢, ze rozpoczeta sie nowa era badan nad bioréznorodnoscig ziemskich
organizmow i wytwarzanych przez nie bioczasteczek. Zwazywszy, ze wedtug wszel-
kiego prawdopodobienstwa zyjace w catkowitej separacji od co najmniej 500 tys.
lat (a nie wykluczone, ze od kilku milionéw) organizmy zasiedlajgce np. system je-
zior Wostok, lezacy na giebokosci ok. 3000 m pod ladolodem antarktycznym, zo-
stang juz wkrétce poddane takim metagenomowym badaniom, mozemy oczekiwac
licznych naukowych rewelacji, przede wszystkim dotyczacych drdg naturalnej ewo-
lucji katalitycznych bialek. Niewykluczone, ze znajdziemy takze nowe, nie znane
dotad biokatalizatory i inne bioaktywne molekuty.

4. Ukierunkowana ewolucja {directed evolution, DE) enzyméw in Vitro

Ukierunkowana ewolucja (directed evolution, DE) enzymdw in vitro, zwana tez
ewolucjg molekularng, powstata w reakcji na niespodziewanie skromne sukcesy in-
zynierii biatkowej (por. artykut A. Brzozowskiego ,,Biotechnologia” nr 11, 1991) w u-
doskonalaniu natywnych enzymoéw. Stato sie jasne, ze przy naszej ciggle jeszcze
bardzo ograniczonej wiedzy o relacjach struktura/funkcja i mechanizmach dziatania
wiekszosci enzyméw, ta metoda nie nadaje sie do szybkiego i niezawodnego otrzy-
mywania tak ulepszonych wariantéw biatek katalitycznych, zeby spetniaty okreslone
wymogi konkretnego procesu, zwiaszcza przemystowego.

Ukierunkowana ewolucja enzyméw in vitro, ktérg Frances Arnold z Kalifornijskie-
go Instytutu Technologii, tworczyni tej metody, obrazowo okresla jako swojego ro-
dzaju ,,wylegarnie” (breeding) ulepszonych enzymoéw (34), odwzorowuje darwinow-
ski proces naturalnej ewolucji. Podobnie jak on opiera sie na wykreowaniu na tyle
duzej liczby zréznicowanych wariantow wyjsciowego biatka katalitycznego, aby
bylo prawdopodobne znalezienie wsréd nich docelowego ulepszonego enzymu.
W przypadku zatem DE enzymOw in vitro tworzy sie najpierw biblioteke wariantow
genu enzymu, ktérych pula powinna obejmowac od 107-10" (mate prawdopodobien-
stwo sukcesu, tj. znalezienia choéby jednego docelowego, ulepszonego biatka) do
najlepiej 10M-I0™M wariantéw (duze prawdopodobienstwo sukcesu).

W naturze takimi bibliotekami zmutowanych gendw sg populacje osobnikdéw da-
nego gatunku, ktérych DNA podlega rozmaitym punktowym mutacjom, a dodatko-
we nowe kombinacje sekwencyjne tworzg sie podczas rekombinacji juz zmutowa-
nego DNA rodzicéw. O wyborze najlepszego wariantu, czyli po prostu najlepiej
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przystosowanego do danych warunkéw zewnetrznego $rodowiska osobnika, decy-
duje taka, a nie inna presja selekcyjna tego Srodowiska i tylko ten osobnik moze
przezy¢ i przekaza¢ ulepszong ceche swemu potomstwu, czyli jg utrwali¢ w kolej-
nych pokoleniach. Ponadto w naturalnej ewolucji zmutowany gen w sposéb auto-
matyczny ulega ekspresji w komérkach swego nosiciela, ktérej wynikiem jest synte-
za zmienionego biatka, rozpoznawanego przez okreslony czynnik selekcyjny obec-
ny w $rodowisku.

W ewolucji in vitro nie wystarcza zatem utworzenie odpowiednio zrdznicowanej
biblioteki wariantéw danego genu, ale trzeba jeszcze sprawi¢, aby kazdy wariant
madgt oddzielnie ulec ekspresji i aby powstajgce w jej wyniku zmienione biatko en-
zymatyczne pozostato zwigzane z kodujgcy je sekwencjg (fizyczne zwigzanie geno-
typu z fenotypem). Ten kompieks powinien pozostac stabilny podczas selekcji wa-
riantow, prowadzonej w kolejnym etapie danej rundy DE na podstawie poszukiwa-
nej cechy docelowego biatka enzymatycznego.

DE enzymow in vitro juz po pierwszych eksperymentach okazata sie niezwykle
efektywnym sposobem ich ulepszania. Rezultatem bylo opracowanie licznych me-
tod, technicznie utatwiajacych ten proces.

4.1. DE - tworzenie biblioteki genéw enzymu

W tworzeniu sekwencyjnej réznorodnosci wyjsciowego genu lub rodziny spo-
krewnionych genéw (rzadziej odlegtych ewolucyjnie) wykorzystuje sie dwa typy me-
tod: nierekombinacyjne i rekombinacyjne, najczesciej zreszta kolejno w tym sa-
mym eksperymencie ewolucyjnym. Wsrod tych pierwszych najczesciej stosuje sie
ep-PCR (error-prone PCR], czyli reakcje taricuchowa polimerazy wprowadzajgca pod-
czas amplifikacji genu duzg ticzbe btedoéw sekwencyjnych. Znacznie gorsze wyniki
dajg mutacje chemiczne wyjsSciowego DNA, badZ techniki przejete z inzynierii
biatkowej (ukierunkowane punktowe mutacje, mutacje poprzez nasycenie punkto-
we), lepszy jest juz pasaz genu przez mutatorowe szczepy £. coli. Rzadko kiedy jed-
nak mozna tg drogg uzyska¢ dostatecznie zdywersyfikowang biblioteke wyjsciowe-
go genu i dopiero rekombinacja in vitro uzyskanych nierekombinacyjnie wariantéw
DNA moze da¢ biblioteke o rozmiarach rokujacych znalezienie docelowego enzymu.

Z metod rekombinacyjnych najszerzej wykorzystuje sie tzw. ,,tasowanie genow”
(DNA-shuffling lub inaczej ,,ptciowy PGR”), opracowane w 1994 r. przez W. Stemme-
ra (35) jako metoda tworzenia bibliotek aptamerowych kwaséw nukleinowych, a do
DE enzymdw wprowadzone przez F. Arnold. Zespét Arnold opracowat dwie kotejne
metody: StEP (staggered extension process) (36) oraz RACHITT (random chimeragenesis
on transient template) (37), w innych natomiast laboratoriach stworzono nastepne
(CLERY, ITCHY, SHIPREC, SCRATCHY, RID; ich omoéwienie znajdzie Czytelnik w pracy
37), jak dotad znacznie rzadziej wykorzystywane w DE.
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4.2. DE - wigzanie genotypu z fenotypem

Dla przeprowadzenia tego etapu mozna wykorzystaé metody in vivo lub in vitro.

Niewatpliwie najszerzej stosowana jest tzw. ekspozycja na fagu (phage display).
Jej podstawag jest wiaczenie kazdego wariantu zmutowanego genu enzymu do DNA
faga w taki sposéb, aby po transformacji fagowym rekombinowanym DNA komoérek
E. coli uzyska¢ ekspresje kazdego wariantu zmutowanego enzymu w postaci biatka
fuzyjnego z jednym z biatek (pili) ptaszcza wirusa. W efekcie wszystkie warianty en-
zymu znajdujg sie na powierzchni namnozonych w komoérkach E. coli czastek faga.
Pozwata to w stosunkowo prosty sposob z poputacji zrekombinowanych fagéow wy-
osobnié te, ktére niosg wariant enzymu o odpowiednio wysokim powinowactwie do
wihasciwie dobranego ligandu (analog stanu tranzycji, inhibitor kompetycyjny),
zwigzanego z jaka$ matrycg, najczesciej statym ztozem.

Ostatnio Shigara i in. w 2002 r. (38) opracowali analogiczng do ekspozycji na
fagu technike ekspozycji na powierzchni komorki drozdzowej, ktdra jest przydatna
w ukierunkowanej ewolucji enzymow glikozylowanych lub tez ulegajacych proteoli-
tycznym potranslacyjnym modyfikacjom, ktore nie zachodza w systemie fagowo-bak-
teryjnym.

Alternatywnymi do ekspozycji na fagu (bgadz drozdzach) metodami sg ekspozycja
na rybosomie, ekspozycja na mRNA i kompartmentalizacja in vitro.

Podczas ekspozycji na rybosomie, transkrypcja i translacja zmutowanych genéw
zachodzi in vitro w kompleksach; rybosom-mRNA-biatko, ktore charakteryzujg sie
dostateczng trwatoscig pozwatajaca docelowe biatko wydzieli¢ w identyczny sposéb
jak przy ekspozycji na fagu, a mRNA w nich obecny zamplifikowac (39).

W ekspozycji na m-RNA (40) tworzone jest kowalencyjne potaczenie biatka z ko-
dujaca je sekwencja, czyli mRNA jako traskryptem kazdego z wariantéw genu obec-
nych w bibliotece. Taki kompleks cechuje sie nieporéwnywalnie wieksza trwatoscig
od trwatosci kompleksu rybosom-mRNA-biatko. Dalsze postepowanie jest analo-
giczne (izolacja kompleksu mRNA-biatko przejawiajacego powinowactwo do matry-
cy z okreslonym ligandem, dajgca mozliwos¢ amplifikacji mRNA).

W kompartmentalizacji in vitro, opracowanej przez Griffithsa i Tawfika (41) wy-
korzystuje sie mikroemulsje wody zawieszone w mineralnym oleju. Rozmiary kro-
pelek wody o $rednicy ok. 2,6 pm sg zblizone do rozmiaréw komorek bakteryjnych,
system symuluje zatem naturalny uklad. Kazda wodna kropta zawiera pojedynczy
wariant genu i wszystkie komponenty, ktore sa konieczne do jego wydajnej ekspre-
sji. Taki uktad ma przewage nad ekspresjg zmutowanych genéw w komdrkach, bo-
wiem faza zewnetrzna (mineralny olej) jest catkowicie inertna i nie zawiera zadnej
biochemicznej aktywnosci, w odréznieniu od systemu komdrkowego. Wiazanie
genu z syntetyzowanym biatkiem jest stabilne, nie ma dyfuzji genéw badz biatek
miedzy kropelkami ani tez fuzji kropel. Zakres rozmiarow mozliwych do uzyskania
kropli jest szeroki (0,1-5 pm), a Iml emulsji zawiera 10°® kropli o $rednicy 2,6 pm
(w 1 ml kultury bakteryjnej jest srednio 10" komorek). Autorzy oméwionej metody
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sg przekonani o jej szczegdlnej przydatnosci w DE enzyméw in vitro, jednakze
w chwili obecnej najszerzej jest wykorzystywana metoda ekspozycji na fagu zmuto-
wanych wariantow genow.

4.3. DE - sortowanie biblioteki wariantéw zmutowanego genu fizycznie
zwigzanego z enzymem jako produktem jego ekspresji

jest to prawdopodobnie najistotniejszy element procesu ukierunkowanej ewolu-
cji, decydujacy o jej sukcesie, zatem dobdér odpowiedniej metody przeszukiwania
bibliotek ma kolosalne znaczenie. W gre wchodzg dwie:

- selekcja, ktérej podstawa jest przezycie gospodarza (zwykle E. coli), zawie-
rajagcego zmutowany gen i kodowane przezen biatko, wylgcznie dzieki obecnosci
wariantu o poszukiwanej (nowej badz ulepszonej) funkcji, oraz

- skrining, znacznie wydajniejszy i skuteczniejszy, bo przeprowadzany bardziej
wyrafinowanymi metodami niz hodowle ptytkowe stransformowanych szczepdw,
ponadto za$ pozwalajacy nie tylko znalez¢, ale takze skwantyfikowac poszukiwang
ceche.

Selekcja. Warunki muszg by¢ tak dobrane, aby nie przezyty komorki zawierajgce
dziki typ enzymu lub jego gorsze warianty, a tylko te, ktore produkujg ulepszone
biatko katalityczne. Selekcje najwygodniej jest stosowac, wowczas gdy obecnosé
docelowego wariantu enzymu wigze sie np. ze wzrostem opornosci na jaki$ anty-
biotyk lub trucizne, badz tez prowadzi do syntezy jakiej$ substancji ograniczajacej
lub znoszgcej auksotrofie dzikiego szczepu wybranego do ekspresji wyewoluowa-
nych genéw. Mozna tez w ten sposob poszukiwaé wariantéw enzymoéw o zwiekszo-
nej termostabilnosci (25). Test selekcyjny musi zawsze zostaé tak zaprojektowany,
aby jego wynik nie byt rezultatem jaki$ innych zmian, a tylko tych, ktdre sg zwigzane
z obecnoscig poszukiwanego wariantu enzymu. Niestety, typowa selekcja rzadko
kiedy nadaje sie do wyszukiwania nienaturalnych cech badz funkcji w bibliotece wa-
riantow.

Skrining jest metoda znacznie czulszg od selekcji, najczesciej opartg na testach
zblizonych do tradycyjnych oznaczen bialek enzymatycznych in vitro metodami
spektrofotometrycznymi, fluorymetrycznymi, kolorymetrycznymi, itd., cho¢ zostaty
juz opracowane catkiem nowe podejscia, znacznie zwiekszajace szybkos$¢ przeszu-
kiwania wyewoluowanych wariantow enzyméw. Wymieni¢ tu mozna np. system QUEST
(querying for enzymes using the three-hybrid system), wykorzystujgcy tworzenie w spe-
cjalnych 3-sktadnikowych kompleksach chimerycznego aktywatora transkrypcji, blo-
kowanego tylko, woéwczas gdy w ukladzie jest obecny ulepszony enzym, transfor-
mujacy swoj specyficzny substrat. Zahamowanie transkrypcji tego kompleksu powo-
duje zmiany mierzalnych parametrow w ukiadzie skriningowym (np. pH). W innej
nowej metodzie skriningu (tzw. FAS) wykorzystuje sie cytometrie przeptywowa,
mierzaca fluorescencje klonéw gramujemnego gospodarza, zawierajacych poszuki-
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wane warianty enzymu. Na ujemnie natadowanej powierzchni kazdej takiej komdrki
dobrze absorbuje sie substrat znakowany elektrododatnim znacznikiem fluorescen-
cyjnym. Emisja fluorescencji nastapi tylko wtedy jesli substrat, ktory jg ttumi zosta-
nie zwigzany w aktywnym centrum ulepszonego enzymu i ewentualnie przemienio-
ny w produkt reakcji. Poziom fluorescencji okre$la zatem ilosciowo powinowactwo
tego biatka do substratu oraz jego reaktywno$¢ katalityczna, czyli pozwala ocenié
ilosciowo zmiany Km i kcat nowej wersji enzymu.

Roéwniez skrining ukfadow transkrypcyjno-transtacyjnych w kroplach mikroemul-
sji, jako izolowanych kompartmentach, jest tatwy do przeprowadzenia i moze by¢
stosowany do przeszukiwania nawet duzych bibliotek enzyméw otrzymanych pod-
czas DE. Czytelnikéw zainteresowanych tg tematyka odsytam do doskonatych opra-
cowan Olsena i in. (42) oraz Griffithsa i Tawfika (41).

Niezaleznie jednak jaka metoda skriningu zostanie wybrana przez eksperymen-
tatora, musi by¢ to skrining wysokoprzepustowy (HTS, high throughput screening),
bowiem daje on mozliwos¢ testowania duzej liczby wariantow - co najmniej 10
dziennie (przy takiej szybkosci dla przeszukania biblioteki 10" wariantdw potrzeba
jednak az 3 lat), a najlepiej 10"-10" wariantéw dziennie. Wymaga to miniaturyzacji
i automatyzacji catego procesu wraz z analiza wynikéw. Do takiego skriningu na-
dajg sie Swietnie zageszczone mikroptytki, co wykorzystata np. firma Proteus S.A.,
opracowujgc catkowicie zautomatyzowany system HTS o firmowej nazwie ,,Pheno-
mics®”, wykorzystujacy mikroptytki zawierajgce az 8100 studzienek. W kazdej
z nich oznaczenie | wariantu odbywa sie w objetosci 300 pl (43).

4.4. Dotychczasowe osiggniecia DE enzyméw - wybrane przyktady

Wykorzystujac technike ukierunkowanej ewolucji in vitro zmieniono juz specy-
ficzno$¢ wielu enzymdéw, m.in. peroksydazy cytochromu c, ktérej ulepszony mutant
akceptowalt jako substraty mniejsze czasteczki, np. gwajakol (44); z p-galaktozydazy
E. coli wyewoluowano p-glukozydaze (45), a z lipazy Staphylococcus aureus - fosfoli-
paze (46). Za pomocg DE zwiekszono termostabilnos¢ mezofilnej subtilizyny B. sub-
tilis (47) oraz wspomnianej juz antarktycznej subtilizyny TA41 (25), a takze mezofil-
nej esterazy (48). Podwyzszono tez aktywnos¢ w niskich temperaturach termofilnej
dehydrogenazy 3-izopropylojabtczanu (49). Znaleziono unikatowe specyficznosci,
np. nadano fragmentowi DNA, pochodzacemu z biblioteki gendw hipertermofilnego
archeona Pyrococcus furiosus, aktywno$¢ p-laktamazy (50), ktdra nie wystepowata
u szczepu rodzicielskiego.

Istnieje takze mozliwos$¢ inzynierowania za pomocg DE catych szlakéw metabo-
licznych w celu uzyskania rozmaitych zwigzkéw zapachowych, kwaséw organicz-
nych, alkoholi, weglowodandw i specyficznych metabolitow wtérnych. Duze poste-
py obserwuje sie zwhaszcza w optymatizacji szlakéw biosyntezy karotenoidéw (ich
biosynteza przez naturalne szczepy jest trudna i kosztowna) w kierunku wzrostu
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wydajnosci i produkcji nowych, unikatowych zwigzkow tego typu (37). Bardzo istot-
ne znaczenie mialo podwyzszenie poprzez DE wydajnosci szlaku biosyntezy
cis-(1S,2R)-indandiolu, prekursora inhibitora proteazy aspartylowej wirusa H1V, sto-
sowanego jako lek (CRIXIVAN®, 51). Dzieki DE uzyskano tez mozliwos¢ syntezy
D-aminokwaséw przez bifunkcjonalna N-karbamylaze/D-hydantoinaze (52).

Nadzwyczajne wyniki DE enzymdw in vitro, stosowanej przeciez dopiero od
5 lat, staty sie impulsem do rozwoju kolejnej metody ulepszania enzymdw. Polega
ona na doborze, w oparciu na znajomosci powtarzajacych sie w wielu biatkach enzy-
matycznych wspélnych elementéw strukturalnych, jednego z nich jako celu procesu
ulepszania, dokonywanego nastepnie technikami DE. Oczywiscie docelowy obszar
czasteczki natywnego enzymu musi uczestniczy¢ albo w wigzaniu substratu albo
jego katalitycznej transformacji i ta jego funkcja musi by¢ juz dobrze znana. Sto-
sujac takie podejscie, zmieniono np. natywng syntaze 3-indolo-glicerolu, w ktorej
dziataniu gtéwng role spetnia segment o strukturze (a/p)-beczutki, na izomeraze
fosforybozyloantranilanu. Co ciekawe, w wyewoluowanym enzymie utrzymat sie,
niewiele tylko zmnieniony sekwencyjnie, ten sam fragment struktury naddrugorze-
dowej wyjsciowego biatka (53).

Te wyniki wskazuja, ze jesteSmy w przededniu kolejnego skoku w technologii
ulepszania enzymow in vitro, ktéry prawdopodobnie znacznie poszerzy zakres wy-
korzystania biokatalizy w przemystowej syntezie organicznej, zwlaszcza w syntezie
nowych farmaceutykow. Dla koncernéw farmaceutycznych liczy sie bowiem nie tyl-
ko sama oferta ulepszonego pod katem okre$lonego procesu enzymu, ale i czas,
w przeciggu ktérego mozna uzyska¢ zadany wariant biokatalizatora.

Kolejne przyktady udanych aplikacji DE w modyfikacjach enzymoéw przynosi nie-
mal kazdy tydzieri. Najwiecej tych prac powstaje w USA, mniej w Japonii, a Europa
pozostaje daleko w tyle, cho¢ obserwuje sie znaczne wysitki srodowisk naukowych
przede wszystkim Wioch, Niemiec i Francji, aby te sytuacje zmieni¢. Autorce rapor-
tu niewiele wiadomo o badaniach w obszarze molekularnej ewolucji enzyméw in vi-
tro w krajowych laboratoriach; takie prace rozpoczeto niedawno w zespole S. Bie-
leckiego w Instytucie Biochemii Technicznej Politechniki +6dzkiej.

5. Nowe postacie preparatéw enzymow

Enzymy w postaci rozpuszczalnej, powszechnie wykorzystywane w praktyce la-
boratoryjnej, a tylko w ograniczonej skali w innych aplikacjach, np. w przetworstwie
zywnosci (mikrobiologiczna podpuszczka i lipazy w serowarstwie, ksylanazy w wy-
pieku pieczywa o zwigkszonej pulchnosci, proteazy w zmiekczaniu tkanki miesnej),
rzadko kiedy sg w tej formie przydatne dla przemystowej syntezy chemicznej,
w ktorej koszt biokatalizatora stanowi jedng z gtéwnych pozycji ogélnych kosztéw
procesowych. Mozna je istotnie obnizy¢ stosujac enzymy immobilizowane, zwykle
na statych nosnikach, charakteryzujace sie wysoka stabilnoscig operacyjng (wazng
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zwlaszcza dla procesow ciagtych), jak tez moznoscig wielokrotnego uzycia tej samej
porcji katalizatora w kolejnych transzach produkcji. Klasyczne metody unierucha-
miania enzymow, rodzaje matryc, zalety i wady preparatéw immobilizowanych sg
dobrze znane biotechnologom nie tylko z prac oryginalnych; jest to juz wiedza
podrecznikowa. Poruszano tez te zagadnienia w wielu pracach publikowanych w na-
szym czasopis$mie (np. w nrnr 24, 29, 44).

W ostatnich latach pojawity sie liczne prace, $wiadczace o nowym podejsciu do
starego problemu. Bardzo obiecujaca, nowa i co istotne, niezwykle stabilng forma
immobilizowanego enzymu jest np. biokatalityczny plastik (biocatalytic plastic), do
ktorego enzym jest inkorporowany podczas polimeryzacji winylu. Ta technika po-
zwala przygotowa¢ biokatalizator w formie najbardziej odpowiedniej dla danej apli-
kacji. Przy polimeryzacji suspensyjnej powstaja ziarna o kontrolowanych wymia-
rach, przydatne do formowania zt6z w bioreaktorach. Ksztattowanie polimeru (z en-
zymem) w formie cienkich filméw mogtoby postuzy¢ w otrzymywaniu biokatalitycz-
nych farb i powtok zabezpieczajacych rozne produkty przed psuciem sie. Biokatali-
tyczny plastik o odpowiedniej specyficznosci mogtby by¢ tez stosowany, jak sie wy-
daje, w syntezie chemicznej oraz diagnostyce, a moze nawet w terapii medycznej
(54).

Do nowych metod immobilizacji mozna tez zaliczy¢ zamykanie enzyméw w hy-
brydowych kompozytach organiczno-nieorganicznych, wykorzystywane juz w skali
przemystowej (Fluka Chemie) oraz zamykanie enzymu badz catych komorek w sieci
polimeru wraz z czastkami magnetytu, szczeg6lnie przydatne jako metoda otrzymy-
wania zt6z przeznaczonych do reaktorow fluidalnych (55).

Bardzo interesujgcg metoda jest sieciowanie krysztatow enzymoéw (CLECs,
cross-linked enzyme crystals) (56), osiggane w wyniku dehydratacji pod wptywem po-
larnego solwentu. Usieciowana w ten sposéb krystaliczna subtilizyna zachowywata
nawet do 80 godz. stabilno$¢ w acetonitrylu i tetrahydrofuranie przy réznych ak-
tywnosciach wody, a jej aktywno$¢ katalityczna byta znacznie wyzsza od aktywnosci
liofilizowanych preparatow natywnego enzymu.

Na drodze koprecypitacji enzymu z roznymi mikrokrysztatami w warunkach de-
hydratacji ukfadu przez jaki$ solwent, mozna otrzyma¢ pokryte enzymem wieksze
krysztaty o rozmiarach rzedu pm, ktdre w Srodowisku rozpuszczalnikdw organicz-
nych wykazujg nawet 100-krotnie wyzszg aktywnos$¢ niz konwencjonalne liofilizo-
wane preparaty biatek enzymatycznych. Autorzy tej metody (57) uwazaja, ze taka
forme biokatalizatora (mikrokrysztaty pokryte enzymem) mozna by wykorzysta¢ nie
tylko w syntezie organicznej, ale takze we wspomnianym juz wysokoprzepustowym
skriningu enzymoéw (HTS), poddawanych ukierunkowanej ewoluciji.

Znacznie mniej kosztowne niz sieciowanie krysztatdbw enzyméw (CLECS), jest
otrzymywanie usieciowanych agregatéw bialek enzymatycznych (CLEAs, cross-linked
enzyme aggregats). W tym przypadku sieciowanie nastepuje réwnolegle z precypita-
cja biatka, ktorg mozna przeprowadzi¢ w rozny sposéb, oczywiscie w warunkach
niedenaturujgcych. CLEAs lipazy Candida antarctica otrzymane w obecnosci eteru ko-
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ronowego wykazywaty o 170% wyzszg aktywno$é w hydrolizie p-nitrofenylopropio-
nianu od enzymu natywnego (58), wzrastata tez znacznie ich aktywnos$¢ syntetyczna
w rozpuszczalnikach organicznych i w obecnosci surfaktantéw.

6. Iniynierowanie Srodowiska reakcji; ciecze jonowe

Kierunek i przebieg katalizowanej reakcji zalezy nie tylko od wybidrczosci
dziatania i wkasciwosci kinetyczno-termodynamicznych biatka enzymatycznego wy-
korzystywanego w procesie, ale takze od chemicznego charakteru srodowiska reak-
cji, ktdrym in vitro moze by¢ nie tylko woda, ale tez rozpuszczalniki organiczne, cie-
cze nadkrytyczne, a takze faza gazowa. Badania zachowania sie enzyméw w tych
nienaturalnych $rodowiskach spowodowaty, ze klasyczny schemat, wynikajacy z hi-
potezy Emila Fishera: jeden enzym-jedna reakcja-jeden substrat, nie moze by¢ juz
traktowany jako pewnik i, ze enzymy moga in vitro katalizowa¢ transformacje catko-
wicie odmienne od dokonywanych przez siebie w zywych ustrojach. Tak zatem, li-
pazy moga syntetyzowac estry i pokrewne zwigzki, proteinazy nie tylko peptydy,
ale takze estry, glikozydazy - oligo-, a nawet polisacharydy. Te nieoczekiwane
uzdolnienia syntetyczne, szczegélnie cenne dla produkcji stereospecyficznych sub-
stancji, zostaty wielokrotnie zaprezentowane takze na tamach ,,Biotechnologii”
(chocby w biezagcym jej numerze), dlatego w tym rozdziale zostanie jedynie omo-
wione wykorzystanie cieczy jonowych jako Srodowiska reakcji enzymatycznych, po-
niewaz jest to stosunkowo nowe zagadnienie.

Ciecze jonowe sa to sole, wystepujace w temperaturze otoczenia w stanie ciek-
tym. Innymi stowy sa to sole, ktére nie muszag by¢ w tej temperaturze roztapiane za
pomocg zewnetrznego zrodta ciepta. Skiadajg sie z heterocyklicznych kationéw, za-
wierajgcych organiczny azot oraz z nieorganicznych anionéw, sg zatem kombinacja-
mi kation/anion.

Wiasciwosci cieczy jonowych sg niezwykle - sg one ciekle w szerokim zakresie
temperatur (do ok. 300°C), ich punkt topnienia lezy w temperaturze pokojowej, roz-
puszczajg sie w nich liczne substancje nieorganiczne i organiczne, a nawet polime-
ry, cechuje je wysoka polarnos¢, znikome cisnienie par, doskonata i zréznicowana
kwasowo$¢ Lewisa/Bronsteda, ponadto mozna je wielokrotnie uzywaé i poddawaé
recyklingowi. Reakcje chemiczne w nich prowadzone, takze te bez udziatu kataliza-
torow biologicznych, cechujg sie wyzszg specyficznoscig i wydajnoscig. Ponadto,
w przeciwienstwie do rozpuszczalnikdw organicznych, stosujac ciecze jonowe mo-
zemy dowolnie ksztattowac¢ pH $rodowiska reakcji, co dla katalizy enzymatycznej
ma pierwszorzedne znaczenie.

Mechanizm dziatania cieczy jonowych jest niejasny, jednakze mozna nimi zaste-
powac nie tylko rozpuszczalniki organiczne, ale i ciekle kwasy w syntezie chemicz-
nej (59). Wiasciwosci cieczy jonowych zaleza od ich sktadu, a ten mozna w szerokim
zakresie zmieniaé¢, odpowiednio komponujac rodzaj i proporcje kationéw i anio-
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néw, dostosowujac koncowy skfad cieczy jonowej do danej reakcji, jest to zatem
wiasciwie projektowanie rozpuszczalnika.

Oczywiscie w kontekscie tego opracowania najbardziej istotna jest mozliwo$é
wykorzystania cieczy jonowych w biokatalizie, cho¢ sg one bardzo uniwersalne
i znalazty juz wiele innych aplikacji (elektrolity w procesach elektrochemicznych,
substraty do wytwarzania nowych materiatéw, rozpuszczalniki do separacji i eks-
trakcji licznych substancji).

W biokatalizie ciecze jonowe byly juz z powodzeniem stosowane (ciggle jeszcze
w skali laboratoryjnej) jako $rodowisko w licznych reakcjach transestryfikacji, alko-
holizy i amoniolizy z udziatem lipaz (60), w rozdziale racematéw P-chiralnych hy-
droksymetanofosfinatéw i tlenkéw hydroksymetanofosfmatéw (61) katalizowanym
przez plesniowe lipazy, a takze w syntezie Z-aspartamu z udziatem termolizyny (cyt.
za Kietbasinskim i in.; 61).

Ostatnio (62) ukazata sie pionierska praca, w ktdrej do redukcji ketonéw w $ro-
dowisku cieczy jonowej zostaty wykorzystane immobilizowane drozdze piekarskie,
przy czym w tym systemie nastepowata regeneracja NADPH z szybkos$cig dostoso-
wang do szybkosci gtownej reakcji, jest to pierwsza informacja o udanej biotrans-
formacji w cieczy jonowej z udziatem komdrek, dowodzaca, ze w odpowiednim $ro-
dowisku reakcji moga by¢ one uzyte w syntezie chemicznej.

Walory cieczy jonowych jako Srodowiska reakcji podnosi fakt, ze superkrytyczny
CO:2 (SCCO2), niezle sie w nich rozpuszcza (np. 60% CO2 rozpuszcza sie w [BMT] [PFe]
przy cisnieniu 80 bar), co otwiera nowe pole do inzynierowania $rodowiska reakgji,
tym bardziej interesujace, ze obydwa rozpuszczalniki sa przyjazne dla Srodowiska.
Co prawda takie mieszaniny nie byly jeszcze stosowane w katalizie enzymatycznej,
ale z powodzeniem wykorzystano je w chemicznych reakcjach hydrogenacji i hydro-
winylacji (63).

Na koniec nalezy wspomnie¢ o kolejnym rodzaju rozpuszczalnika, ktéry poten-
cjalnie moze by¢ uzyteczny dla biokatalizy. Sg to rozpuszczalniki nadfluoranowe,
jednakze aby katalizator w nich sie rozpuscit, trzeba zaprojektowaé¢ specjalne Ugan-
dy. Pewne niebezpieczeristwo stanowi fakt, ze te rozpuszczalniki rozktadajg sie
w wysokiej temperaturze, dajac toksyczne zwigzki i pochodne fluoru, co zawe-
zatoby zakres temperatur, ktory moégtby byé wykorzystany w biokatalizie zacho-
dzacej w ich Srodowisku (63).

7. Zakonczenie

w raporcie starano sie w mozliwie skondensowanej formie przedstawi¢ najnow-
sze tendencje badawcze w obszarze biokatalizy. Nie byto to zadanie tatwe, bowiem
te tendencje sg tak roznorodne, a postep prac wrecz lawinowy, ze nie mozna by¢
pewnym, juz nawet nie tego, czy zostaty uwzglednione rzeczywiscie wszystkie naj-
istotniejsze nowosci, ale czy dobdr zaprezentowanych w raporcie byt wiasciwy.
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Ocenia sig, ze w chwili obecnej ponad 60% produktow i ponad 90% procesow
przemystowych opiera sie na katalizie, w przewazajacym jeszcze stopniu na katali-
zie chemicznej. Przyszto$¢ jednakze z pewnoscig nalezy do biokatalizy. ROwniez
chemicy coraz lepiej rozumiejg te koniecznos¢, siegajac coraz czesciej w swych ba-
daniach do biomolekut katalitycznych. W raporcie pominieto prezentacje tych prze-
mystowych proceséw, ktdre juz sg oparte na biokatalizie, jest to bowiem materiat
na odrebne opracowanie. Nie ma zresztg takich proceséw zbyt wiele, zwazywszy na
zasieg wspotczesnego przemystu syntezy organicznej. Dzieje sie tak i z tego wzgle-
du, ze naktady poniesione w przesztosci na rozwéj proceséw opartych na katalizie
chemicznej byly ogromne i koncerny chemiczne pragng dyskontowac kolejne zyski
z tego tytutu. Jednakze coraz wieksza Swiadomos$¢ spoteczenstw o zagrozeniach ja-
kie stwarza klasyczny przemyst chemiczny dla ziemskiego $rodowiska, wymusi
Z pewnoscig szersze wykorzystanie proceséw biokatalitycznych. Likwidujg one
przeciez ucigzliwe dla $rodowiska odpady i nie prowadza do tworzenia niechcia-
nych substancji ubocznych, czasem trudnych do usuniecia z gtéwnego produktu.
Ponadto biokatalizatory charakteryzuja sie niespotykang wsrod katalizatoréw che-
micznych selektywnoscig dziatania, czyli cecha o wyjatkowym znaczeniu dla syntezy
organicznej.

Roéwniez inne obszary aplikacji biokatalizatoréw (nie tylko oczywiscie enzymow,
ale takze RNAzyméw, DNAzymow i abzymow), zwiaszcza w medycynie, sg ogromne
i niejednokrotnie byty rozwazane na famach ,,Biotechnologii”.
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