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Rentgenowska analiza strukturalna (RAS) - podstawowa gataz wspotczesnej krystalografii,
jest w tej chwili jednym z najwazniejszych narzedzi badawczych biologii molekularnej. Stosuje
sie jg obok innych technik, jak np. réznych rodzajow mikroskopii elektronowej, NMR - do ozna-
czania tréjwymiarowej struktury czastek i makroczasteczek; jednak ona tylko umozliwia catko-
wite poznanie struktury molekut z rozdzielczoscig atomowsa, z najwiekszg, jak dotad doktad-
noscig. Tréojwymiarowy NMR (stosowany raczej do matych biatek o masie czgsteczkowej rzedu
10 000), mikroskopia tunelowa i skaningowa, znakomicie uzupetniajg dostarczane przez RAS
wyniki o nowe informacje, dotyczace zwlaszcza konformacji czasteczek w roztworze, ich dyna-
miki, sposobu agregacji supermolekularnych struktur, itd.

Rozwdj i ewolucja RAS krysztatow biatek i kwasdéw nukleinowych sg nierozerwalnie zwigzane
z rozwojem biologii molekularnej. W 1928 r. wykrystalizowano ureaze (Sumner), pepsyne,
trypsyne i chymoptrypsyne (Northrop, Herriott), w 1935 r. - wirus mozaiki tytoniowej, w 1953 r. -
oznaczono strukture DNA, zas w latach 1956-1959 strukture pierwszego biatka - mioglobiny. Na
poczatku lat siedemdziesigtych zbadano juz okoto trzydziestu struktur biatkowych. Jedng
z pierwszych waznych obserwacji, majaca dalsze praktyczno-teoretyczne zastosowania, bylo
odkrycie istotnych podobienstw struktury trzeciorzedowej wsrod biatek homologicznych (np.
hemoproteidéw, dehydrogenaz, proteaz serynowych), jak rowniez duzej powtarzalnosci konfor-
macji pewnych elementéw struktury drugorzedowej (heliksy, /3-struktury), bez wzgledu na
strukture pienArszorzedowg (mozliwy jest podobny typ struktury przy zaledwie 20% homologii se-
kwencji). Odkrycia te znalazty praldyczne zastosowanie w RAS innych biatek, np. w metodzie
podstawienia czgsteczkowego (uzywanie modelu oznaczonego biatka do rozwigzania nowej
struktury), a takze pozwolity na opracowanie teoretycznych metod przewidywania struktur. Ko-
niec lat siedemdziesigtych i poczatek osiemdziesigtych, to dalszy gwattowny rozwdj krystalogra-
fii biatek i DNA, spowodowany m.in. wprowadzeniem szybkich komputeréw (z grafikg
yyysokorozdzielczg) oraz nowych, supersilnych zrédet promieniowania rentgenowskiego (syn-
chrotron). Dynamiczny charakter tego rozwoju ilustruje ok. czterysta nowych struktur makroczg-
steczek. Gwaltowny rozwdj inzynierii genetycznej umozliwit pozyskanie nowych biatek, ktére do-
tychczas z przyczyn preparatywnych, byly dla krystalografii praktycznie niedostepne (np.
ekspresja biatek eukariotycznych w E. coli i innych systemach), jak réwniez powtérna analiza
biatek juz zbadanych, ale otrzymanych w formie zmodyfikowanej przez kontrolowang, punktowa
mutageneze {site directed mutagenesis).

W tym momencie mozna moéwi¢ o koncu krystalografii jako dziedzinie wylgcznie nauk pod-
stawowych i o narodzinach krystalografii jako waznego i wiarygodnego partnera przemystu -
biotechnologii. Mariaz krystalografii i biotechnologii sporadyczny na poczatku lat dsiemdziesia-
tych, jest dzisiaj wlasciwie przymusowym dla obu stron. Niniejszy tekst jest probag zasygnalizo-
wania wzajemnych korzy$ci tego zwigzku.

Miejsce krystalografii w badaniach i procesie biotechnologicznym przedstawia w duzym
uproszczeniu rys. 1.

Pominieto na nim celowo caty dziat, bedacy stricte domena technologii, tj. przenoszenie wy-
nikbw badan ze skali laboratoryjnej do technologicznej, oraz optymalizacje procesu wytwarzania
produktu koricowego.
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Rys.1. Cykl badawczy kontrolowanej modyfikacji czasteczki biatka.

Tak jak wspomniano, w latach szescédziesigtych i siedemdziesigtych nastapit rozwéj krysta-
lografii biatek gtdéwnie jako nauki podstawowej. Kazda nowo rozwigzana struktura dostarczata
oryginalnych informacji o budowie i organizacji makroczasteczek. Z opublikowanych do dzisiaj
okoto czterystu struktur biatek, DNA, tRNA, najlepiej oznaczone zebrane sg w ogélnie dos-
tepnym Brookhaven Protein Data Bank (USA), bedacym zrédtem informacji dla osrodkéw aka-
demickich i przemystowych.

Rozwadj inzynierii genetycznej i RAS spowodowal, ze praktycznie kazda rozwigzana struktu-
ra biatka moze sta¢ sie punktem wyjscia dla potencjalnych biotechnologicznych zastosowan.
Dobrym przykladem wzajemnego przenikania sie réznych zagadnienn naukowo-aplikacyjnych
moga by¢ badania struktur lipaz. Budowa i mechanizm ich dziatania byly do niedawna wtasciwie
nie znane, stad kazda informacja strukturalna dotyczgaca tych enzymoéw ma znaczenie podsta-
wowe. Informacji takich dostarczyty ostatnio opublikowane prace (1,2), majace réwniez duze
znaczenie biotechnologiczne, np. ze wzgledu na szerokie zastosowanie lipaz w przemysle $rod-
kéw piorgcych (zwlaszcza Lipolase™” NOVO), dzigki czemu badania te finansuje przemyst
(Hoffmann-La Roche, NOVO). Poznanie struktury tych enzyméw, w pofaczeniu ze sklonowaniem
i ekspresjg ich genéw, pozwala na zaplanowanie konkretnych, kontrolowanych mutacji, pro-
wadzacych do zwiekszenia ich aktywnosci oraz optymalizacji parametrow fizykochemicznych,
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szczegoOlnie istotnych ze wzgledu na dziatanie lipaz w $rodowisku dwufazowym. Prace w tym
kierunku nie sa jednak kresem zainteresowan tymi enzymami. Badania struktur kompleksoéw li-
paz z ich inhibitorami, modelowanie molekularne i badania struktur samych inhibitorow, moga
doprowadzi¢ do syntezy i produkcji uniwersalnego inhibitora lipaz gastrycznych i jelitowych. In-
hibitor ten przyjmowany przed positkami, blokowatby wchtanianie ttuszczéw do organizmu
(przed wchionigciem z jelita przynajmniej jedno wigzanie estrowe w czgsteczce tluszczu musi
by¢ zhydrolizowane przez lipaze). Jest to niewatpliwie kuszaca perspektywa drastycznego ob-
nizenia zagrozenia miazdzyca oraz rewolucji w kulturze zywienia: wysokottuszczowe potrawy
bytyby absolutnie lekkostrawnymi, niskokalorycznymi positkami.

Innym przyktadem trudnych do wykluczenia zwigzkéw miedzy podstawowymi badaniami
krystalograficznymi, a wynikajacymi z nich potencjalnymi zastosowaniami biotechnologicznymi,
sg badania nad permeazami bakteryjnymi. Krystalograficzne badania jednej z permeaz - OppA
(3), transportujacej 3-, 4-, i 5- peptydy przez membrany komoérek bakteryjnych, podjeto po-
czatkowo tylko w celu wyjasnienia budowy tego enzymu i mechanizmu transportu peptydéw
przez membrany. Rozwigzanie tych probleméw, z naukowego punktu widzenia zgota podstawo-
wych, znajduje jednak natychmiast zastosowanie praktyczne. Gwattowny wzrost odpornosci pa-
togennych bakterii na stosowane antybiotyki, stwarza potrzebe syntezy nowych lekéw, ktére po-
winny spetnia¢ dwa oczywiste warunki:

a) muszag by¢ specyficzne wzgledem konkretnych bakterii,

b) potaczenia te, w przewazajacej wiekszosci hydrofilowe, muszg by¢ wchtaniane przez hy-
drofobowe membrany do cytoplazmy.

Okazuje sie (4,5), ze cele te mozna osiagna¢ stosujac peptyd z dotaczong do niego tok-
syczng dla drobnoustroju grupg antybiotykowa. Taki ,,kon trojanski", bedacy substratem dla per-
meazy, moze wprowadzi¢ do bakterii antybiotyk w oryginalnej formie, nie przenikajacej przez
membraneg, dla niej nietoksyczny. Technike te zastosowano z powodzeniem dla nowej grupy
antybiotykéw, hamujacych synteze lipopolisacharydu zewnetrznej Sciany komorkowej u bakterii
Gram-ujemnych (4). Poniewaz podobny mechanizm transportu obserwuje sie u roslin, jak
i w wielu narzadach i tkankach ssakow, zastosowanie zblizonej techniki dla wchtaniania herbicy-
doéw oraz lekéw, optymalizowane m.in. w oparciu o RAS wielu réznych permeaz, ma przed sobg
olbrzymig przyszto$¢. Poniewaz mozna przytaczac¢ wiele przyktadéw tego typu, zasygnalizujemy
zatem tylko najistotniejsze, wspotczesne kierunki wspotpracy krystalografii i biotechnologii ilu-
strujac je konkretnymi badaniami.

1. Badania strukturalne bialek bez zastosowania
inzynierii genetycznej

Prace tego rodzaju stanowig bardzo ograniczong grupe, poniewaz w wielu firmach biotech-
nologicznych, produkcje np. enzymu realizuje sie poprzez analize i sklonowanie jego genu, a
nastepnie ekspresje w specyficznym, efektywnym uktadzie biologicznym, W najczesciej spoty-
kanym typie badan z tego zakresu, struktura biatka jest traktowana jako cel-receptor dla mniej-
szych czasteczek, ktére poddawane sa modyfikacji i modelowaniu molekularnemu. Dotyczy to
np. reniny, ktérej strukture bada sie m.in. w celu zaprojektowania inhibitora pozwalajgcego na
regulacje cisnienia krwi u czlowieka. Réwniez aktualne badania nad acylazg penicylinowa nie
wymagaja stosowania inzynierii genetycznej; ich celem jest gtdwnie poznanie mechanizmu
dziatania tego enzymu w celu optymalizacji parametréw fizykochemicznych technologii syntezy
kwasu 5-amino-penicylinowego z penicyliny V, w kolumnach reakcyjnych z udziatem Semacy-
lase™ NOVO. Enzym ten petni tez kluczowa role w projektowanej przez NOVO na duzg skale
produkcji cefalosporyn z penicyliny V w jednym etapie, bez uzycia fazy organicznej, co powinno
znacznie obnizy¢ koszty produkcji.
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2. Badania strukturalne biatek z zastosowaniem
inzynierii genetycznej

Jest to najobszerniejsze pole styku miedzy krystalografig a biotechnologia, obejmujace nie-
zwykle zréznicowane kierunki badan. Wymienmy kilka najwazniejszych przyktadéw:

2.1. Optymalizacja struktury i funkcji enzymow

a. Proteazy serynowe

Proteazy serynowe byly jednymi z najwczesniej i najlepiej poznanych strukturalnie biatek (7);
struktura centrum aktywnego i mechanizm katalizy tych enzyméw sa opracowane z najwieksza
obecnie mozliwg doktadnoscig. Ze wzgledu na zastosowanie w przemysle, najczesciej modyfi-
kowang (,,mutowang") proteaza byla, i jest nadal, subtilizyna (Carlsberg). Na jej przyktadzie po-
twierdzono, m.in. istotnos¢ triady aminokwaséw -Asp..His..Ser- w centrum aktywnym proteaz
serynowych. Uklad przestrzenny tego ugrupowania jest identyczny we wszystkich tych enzy-
mach, nawet mimo braku jakiejkolwiek homologii, z wyjatkiem triady, w strukturze pierwszo-
rzedowej (np. subtilizyna i chymotrypsyna). Mutacje w subtilizynie: Ser221Aia (zamiast Ser jest
Ala), His41Ala, obnizyty aktywnos$¢ enzymu 2x10”" razy (8), zas mutacja Asp32Ala 10" razy. Pod-
wadjna, jednoczesna mutacja Ser221 i His64 na dwie alaniny, nie powodowata juz wiekszego
spadku aktywnosci, wskazujgc na nukleofilowy atak czgsteczki HgO lub OH~ na substrat w jed-
noetapowej reakcji bez intermediate acyl-enzym. Dzieki uwaznej analizie struktury subtilizyny,
dostarczonej przez krystalografie, poprawiono m.in. jej stabilnos¢ i aktywnos$¢, usuwajac z po-
wierzchni czgsteczki, blisko His64, dwie ujemnie natadowane reszty boczne, stabilizujgc ten
aminokwas w formie nieprotonowanej, niezbednej dla aktywnosci (9).

b. Acetylotransferaza chloramfenikolu (CAT)

CAT jest enzymem bakteryjnym, odpowiedzialnym za odpornos¢ bakterii na chloramfenikol
(Ch) (chloramfenikol blokpje biosynteze biatek poprzez inhibicje etapu elongacji taricucha pep-
tydowego). Wczesniejsze badania biochemiczne wskazywaty na kluczows role His195 tego en-
zymu w procesie katalizy (10). Krystalograficzne oznaczenie struktury kompleksu CAT-Ch (11)
potwierdzito te hipoteze, jak réwniez wskazato na istotng role Aspl99 w stabilizacji centrum
aktywnego. Struktura mutanta Aspl99Asn, z duzymi zmianami w konformacji His195, byia jed-
nym z dowoddéw na wazne znaczenie oddziatywan dalszego zasiegu w centrum aktywnym.
Oznaczenie struktur kompleksu CAT-CoA oraz mutantéw enzymu natywnego (12,13), pozwolito
na dokfadne okreslenie rodzaju i roli wszystkich aminokwasow centrum aktywnego. Badania te
sa przyktadem intensywnego wykorzystania informacji strukturalnych w wyjasnianiu budowy en-
zymu i planowaniu jej zmian.

c. Syntetaza tyrozyto-tRNA (TRS)

TRS z Bacillus subtilis byla jednym z pierwszych enzyméw badanych z wykorzystaniem
kontrolowanych mutacji (14) i jest do tej pory obiektem dla modelowych badan tego typu. Ozna-
czone krystalograficznie struktury enzymu oraz komplekséw TRS-tyrozyna, TRS-tyrozyloadeny-
lat (15), wykazaly m.in. wiele wigzarn wodorowych istotnych dla wigzania substratu i katalizy.
Wiele z tych interakcji zmieniono lub zaburzono kontrolowanymi mutacjami (Tyrl69, Tyr34,
Cys35, His48, Tre51, Tre40, etc.), wyjasniajgc doktadnie ich role w funkcjonowaniu enzymu.
Jednag z mutacji Tre51 zwiekszono az 25-krotnie aktywnos$¢ TRS, wskazujac droge dla podob-
nych préb z mozliwoscig wykorzystania w biotechnologii.

d. Reduktaza dwuhydrofollanu (DFR)

DFR katalizuje reakcje redukcji dwuhydrofollanu do czterohydrofoiianu, bedacg waznym eta-
pem w biosyntezie DNA. Z tego tez powodu, enzym ten jest obiektem intensywnych badan kry-
stalograficznych, biochemicznych i farmakologicznych (projektowanie i synteza lekéw przeciw-
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nowotworowych) (16-18). Badania te dotyczg zaréwno struktury samego enzymu (protonacja
substratu, stabilno$¢ kompleksu przejsciowego, termostabilno$¢ - wprowadzono mostek S-S),
jak i wykorzystania tych rezultatéw w molekularnym modelowaniu optymalnego, specyficznego
inhibitora.

Zacytowane przyktady, wybrane z licznych tego typu badan, stanowig ilustracje wspdélnych
wysitkéw inzynierii genetycznej i krystalografii, w kierunku projektowania nowych enzyméw, oraz
kontrolowanej zmiany pewnych ich parametréw, takich jak:

I) efektywnos¢ katalityczna wyrazona stosunkiem k Kat/Km (kkat réwna sie liczbie czaste-
czek substratu przemienionych w produkt przez kazde centrum aktywne, przy wysycajacym en-
zym stezeniu substratu; oznacza stezenie substratu, przy ktérym poczatkowa szybkos¢ re-
akcji jest robwna potowie maksymalnej poczatkowej szybkosci reakcji). Zmiana jednego tylko
aminokwasu biorgcego udziat w wigzaniu substratu, na inny, moze wptyna¢ na wzrost energii
wigzania z 0,1 kcal/mol do 6 kcal/mol, co np. w przypadku TRS prowadzi do zwiekszenia katali-
tycznej efektywnosci od wartosci 2 do 25 000. Poprzez zmiane poszczegdlnych aminokwasow,
w oparciu o badania strukturalne, mozna planowo zmienia¢ wartosci i enzymu, produ-
kujac nowe rodziny enzymdéw, maksymalnie aktywnych przy zaplanowanych poczatkowych
stezeniach substratu i warunkach reakcji (19).

ii) specyficznos¢ enzymu wzgledem substratu

Na drodze kontrolowanej mutagenezy zmieniono m.in. specyficznos$¢ trypsyny wzgledem
Liz- i Arg- substratow (20), specyficznos¢ TRS z Tyr na Fen (21), yS-laktamazy z nitrocefiny na
penicyline i ampicyline (zmiana Ser na Cys w centrum aktywnym) (22), specyficznos¢ a™-anty-
trypsyny z elastazy natrombine (23).

i) wihasciwosci fizykochemiczne, takie jak: optimum pH (np. subtilizyna) wielkos¢
i ksztalt czasteczki, odpornos¢ na detergenty i czynniki denaturujace, itd.

iv) stabilnos¢: jednym z podstawowych celdw inzynierii biatkowej jest otrzymanie zmutowa-
nych enzyméw o zwiekszonej termostabilnosci. Podstawowa strategig jest tutaj wprowadzenie
do czasteczki dodatkowych mostkéw dwusiarczkowych (lizozym T4 (24), subtilizyna (25), DFR
(18)). Stabilnos¢ enzymu poprawia sie rowniez przez zastgpienie Met (zwlaszcza w poblizu cen-
trum aktywnego) - tatwo ulegajgcej utlenieniu - bardziej stabilnym aminokwasem (np. usuniecie
Met w antytrypsynie (26) oraz w subtilizynie (27)).

v) sktad podjednostek; oddziatywania miedzy podjednostkami sa najczesciej niezbedne
dla prawidtowej funkcji enzymu oligomerycznego. Zmiana aminokwasoéw, wywotujagca zmiane
fadunku elektrycznego, wigzan wodorowych, oddziatywan hydrofobowych na powierzchni kon-
taktu, moze powodowac dysocjacje lub asocjacje podjednostek. Na przykiad wprowadzenie
w TRS ujemnie natadowanej reszty Asp lub dodatniej Liz, na hydrofobowa powierzchnie konta-
ktu, powoduje dysocjacje tego enzymu do monomeréw (28). Ponowna asocjacja ,,zmutowa-
nych" monomeréw moze prowadzi¢ do powstania heterodimeréw, w ktérych tylko jedna pod-
jednostka jest aktywna. Takie heterodimery stuza czesto do wyjasniania roli poszczegdlnych
podjednostek w procesie katalizy, - np. dla syntetazy arginylo-tRNA (29); w przypadku TRS
stwierdzono w ten sposob, ze jedna podjednostka transportuje Tyr, a druga wigze tRNA.

vi) kompartmentacja: wiele biatek magazynowanych jest po biosyntezie, na podstawie
pewnych, sygnalnych sekwencji aminokwasowych, w $cisle okreslonych miejscach komoérki.
Zmiana tych sekwencji moze prowadzi¢ do korzystnej biotechnologicznie zmiany miejsca na-
gromadzenia biatka (30).

2.2. Optymalizacja funkcji biatek nieenzymatycznych

Wzrost liczby badan krystalograficzno-biotechnologicznych w ostatnich 3-4 latach, wywo-
tany jest gtéwnie przez:
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a) rozwdj inzynierii genetycznej, zwigzany z opanowaniem nowych systemoéw ekspresji,
zwihaszcza dla biatek membranowych i ich rozpuszczalnych domen,

b) opracowanie nowych technik krystalizacji (wprowadzenie detergentéw),

c) zastosowanie supersilnych zrédet promieniowania rentgenowskiego (synchrotron),

d) rozwdj nowych typow aparatury rejestrujacej promieniowanie ugiete na krysztatach (np.
detektory powierzchniowe).

Gtéwnym problemem, lezagcym u podstaw prawie kazdego tematu badawczego tej grupy,
jest mechanizm wzajemnego rozpoznawania czasteczek molecular recognition. Sprébujmy po-
da¢ najciekawsze przyktady badan, prowadzacych do rozwigzania wielu aspektéw tego proble-
mu, majacych olbrzymie mozliwosci zastosowania we wspotczesnej biofarmako-technologii.

a. Optymalizacja struktury insuliny

Insulina, kontrolujgca poziom cukru we krwi, lezy w centrum zainteresowania przemystu
biotechnologicznego (NOVO-NORDISK, Lilly) - liczbe os6b chorych na cukrzyce szacuje sie
obecnie na okoto 60-80 min. Do niedawna izolowano jg gtéwnie z trzustek zwierzecych, obecnie
insuling ludzka otrzymuje sie w duzych iloSciach poprzez ekspresje jej genu w komorkach ba-
kteryjnych i grzybowych. Mimo intensywnych badan nad biochemia insuliny prowadzonych od
poczatku tego stulecia, pozostaje wiele nie rozwigzanych, istotnych klinicznie, probleméw.
Pierwszy z nich, to powolne wchianianie insuliny z miesni do krwioobiegu (insulina nie moze by¢
podana dozylnie - wywotataby bowiem silng hypoglik-emie). Drugi, to szybka oligomeryzacja
czasteczek hormonu w dimery, trimery i heksamery, przy pozadanej aktywnosci jedynie w for-
mie monomeru, ktéry w organizmie stanowi jedynie okoto 0,1% podanej dawki. Specjalna kom-
pozycja adjuwantu, w ktérym wstrzykiwana jest insulina, nie poprawia znaczaco tej proporcji.
Inzynieria genetyczna wraz z krystalografig daza obecnie do wyjasnienia mechanizmu agregacji
insuliny i otrzymania mutantdéw hormonu w formie stabilnego, aktywnego monomeru (31,32). Na
podstawie struktury heksameru, oznaczonej z wysoka rozdzielczoscia (31), zaplanowano
i otrzymano szereg mutantdéw, ktore poddano nastepnie analizie strukturalnej. Mutacje te
dotyczyty wprowadzenia zaburzen na powierzchni asocjacji monomerow, a zwlaszcza ValB12,
ktérg zastgpiono m.in. lle i Glu, oraz ProB28 (na Asp) i SerB9 (na Asp). Niespodziewanie, muta-
cje ValB12 zahamowaty oligomeryzacje tylko o okoto 30%; badania krystalograficzne tych mu-
tantéw wykazaly adaptacje duzego obszaru biatka do wprowadzonych zawad przestrzennych,
poprzez szereg drobnych zmian w konformacjach aminokwaséw rzedu 0,5 A. bwa z mutantéw
AspB28 i AspB9, okazaly sie jednak stabilnymi monomerami, nawet w milimolowych stezeniach,
zachowujac peitng aktywno$¢ natywnego monomeru i wykazujagc dodatkowo dwukrotnie
szybsza absorpcje do krwi. W wielu laboratoriach prowadzone sg réwniez intensywne prace nad
ekspresja i krystalizacjg receptora insuliny oraz jego kompleksu z hormonem. Badania te moga
wyjasni¢ sposoéb dziatania insuliny, forme jej interakcji z receptorem oraz zachodzace w ich tra-
kcie zmiany strukturalne w obu biatkach.

b. Przeciwciata

Przeciwciata, a zwtaszcza przeciwciata monoklonalne, majg obecnie wielorakie mozliwosci
zastosowan. Jedno z gtéwnych to uzycie ich w terapii os6b z uposledzonym uktadem immu-
notogicznym przeciw komérkom nowotworowym, lub tez w przypadku choréb (infekcji), gdy
odpowiedz wlasna organizmu jest zbyt wolna w stosunku do stopnia jego zagrozenia. Ze
wzgledéw biochemiczno-technologicznych oraz etycznych, uzywa sie w terapii gtéwnie
przeciwciat otrzymywanych w hodowlach myszy lub szczura. Poniewaz bylyby one w organiz-
mie cztowieka mato skuteczne, dokonuje sie ich ,,humanizacji’ i ,,chimeryzacji" zarazem, tgczac
gen czesci statej przeciwciata cztowieka z genem regionu zmiennego przeciwciata szczurzego
(33-35). Prace genetyczne i biochemiczne nad przeciwciatami majg od swego poczatku silne
zaplecze w badaniach krystalograficznych. Opublikowano do tej pory 6 struktur komplekséw
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fragmentéw Fab przeciwciat z odpowiadajacymi im antygenami biatkowymi (36-41). Szczegol-
nie istotna jest jedna z ostatnich publikacji dotyczacych tej tematyki (40), poniewaz jest pierwszg
praca strukturalng, poréwnujaca strukture fragmentu Fab ze strukturg jego kompleksu z antyge-
nem (peptyd): dostarcza ona informacji o rodzaju zmian strukturalnych, zachodzacych podczas
tworzenia kompleksu.

Przeciwciata sg rowniez interesujacg alternatywa, jako nowa grupa biatek katalitycznych*.
Projekt ten opiera sie na danych eksperymentalnych (krystalografia biatek, NMR), oraz prze-
stankach teoretycznych, wedtug ktérych ewolucja enzyméw, ich centrum aktywnego, poste-
powata w kierunku struktury dopasowanej mozliwie Scisle do konformacji substratu w stanie
przejsciowym. Jezeli zatem przeciwciato bedzie mogto wigzac taki substrat, to moze wykazywac
wiasciwosci katalityczne. Zaleta tego nowego ,,enzymu” jest praktyczna obojetnos¢ jego konfor-
macji oraz niezwigzanie z konkretnym procesem biochemicznym. Pierwsze prace tego typu,
projektowane w oparciu o zbadane struktury, przynosza pozytywne rezultaty (42); jest to jednak
dopiero poczatek tej zupetnie nowej dziedziny biotechnologii.

c. AIDS

Receptor wirusa HIV, wystepujacy na powierzchni limfocytéw T, oznaczany jako CD4, jest
jednym z gtébwnych celéw strategii terapeutycznych, skierowanych przeciw infekcji i rozpo-
wszechnianiu sie tego wirusa. Otrzymana na drodze inzynierii genetycznej, zewnatrzkomoérkowa,
rozpuszczalna forma tego receptora - sCD4, blokuje infekcje wirusem HIV in vitro. Potencjalne
mozliwosci klinicznego zastosowania tego biatka wzrosty dzieki otrzymaniu mutanta sCD4, tzw.
SCD4-KDEL, z doczepiong do C-konca sekwencja sygnatowa: Liz-Asp-Glu-Leu, ktéra powo-
duje, ze biatko to nie jest transportowane na zewnatrz komoérki, ale magazynowane w reticulum
endoplazmatycznym, zwiekszajgc skuteczno$¢ wigzania biatka gp120 z powierzchni wirusa
(43). Badania nad zwiekszeniem stabilnosci i efektywnosci sCD4, doprowadzity m.in. do syntezy
chimerycznych przeciwciat anty-sCD4, oraz skoniugowanych bialek sCD4-cytotoksyna. Jed-
nym z gtéwnych celéw omawianych badan jest zastgpienie tych duzych, superkosztownych,
terapeutycznych biatek matymi peptydami lub ich matoczasteczkowymi analogami, blokujgcymi
wigzanie CD4 z biatkiem gp120. Poznanie struktury sCD4 i gp120 pozwolitoby na zaprojekto-
wanie i synteze leku imitujgcego natywny CD4 w reakcji z wirusem. Podstawa rozpoczecia
badan strukturalnych byto uzyskanie wysokiej ekspresji genu sCD4. Prace tego typu, sponsoro-
wane m.in. przez Celltech Ltd., doprowadzity do otrzymania ludzkiego i szczurzego sCD4 w sys-
temie ekspresji baculo-virus i CHO (Chinese Hamster Ovary Cells), w ilosciach umozliwiajacych
badania krystalograficzne. Otrzymano juz krysztaty ludzkiego sCD4 o niezadowalajgcych jednak
wilasciwosciach. Podjeto zatem préby krystalizacji sCD4 z przeciwciatami monoklonalnymi, uzy-
skujac krysztaty kompleksu szczurzego sCD4-Fab, pozwalajgce na kontynuowanie badan kry-
stalograficznych (44).

Jednag z podstawowych trudnosci w otrzymaniu dobrych monokrysztatéw wymienionych
biatek jest bardzo wysoki stopien glikozylacji, siegajacy w przypadku gpl120 50% masy
czasteczkowej. Prowadzone sg prace nad optymalizacjg ekspresji tych biatek w celu;

a) zapewnienia najwiekszej homogennosci glikozylacji,

b) zaburzenia mechanizmu glikozylacji w procesie ekspresiji,

c) enzymatycznego usuwania cukréw z powierzchni biatek.

Innym kierunkiem badarn anty-AIDS z udziatem krystalografii, sg prace nad biatkami wirusa
HIV, syntetyzowanymi w jego procesie zyciowym w oparciu o gen poi, tj. odwrotng transkryp-
tazg, proteaza, endonukleaza, rybonukleazg H. Wszystkie te biatka sg celami ewentualnych le-
kéw anty-AIDS. Duzym zatem sukcesem byto otrzymanie syntetycznej i rekombinowanej (45)

* Por. rowniez S. Bielecki ,,Katalityczne przeciwciata monoklonalne” w niniejszym zeszycie ,,Biotechnologii
- P.I"
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proteazy HIV oraz wykrystalizowanie i oznaczenie krystalograficzne obu struktur (46,47),
bedacych podstawg do analiz i poréwnan ze znanymi juz strukturami innych proteaz retrowiru-
sowych oraz pepsyny.

2.3. Biotransformacje

Badania krystalograficzne i inne prace strukturalno-chemiczne nad budows i funkcjg enzy-
moéw, wywotaly w ostatnich latach wzrost zainteresowania zastosowaniem tych czasteczek
W syntezie organicznej. Enzymy zapewniajg korzystne biotechnologiczno-chemiczne warunki
reakcji (niska temperatura i ci$nienie, neutralne, badz tatwe do kontrolowania pH), oraz, jako ma-
kroczasteczki chiralne, katalizujg wiele reakcji w sposéb wysoce stereospecyficzny. Wykorzysta-
nie enzymow obnizyto np. bardzo znacznie koszty otrzymania pochodnych steroidéw z grupg -
OH w pozycji 11 (Srodki przeciwzapalne - brak alternatywnej syntezy chemicznej) oraz produkcji
semisyntetycznych penicylin (zastosowanie acylazy penicylinowej). Zwraca si¢ ostatnio uwage
na przystosowanie i modelowanie strukturalne enzyméw w celu akceptowania przez nie nienatu-
ralnych substratéw i zastosowanie ich np. w:

a) chiralnej syntezie i rozdziale mieszanin racemicznych: dehydrogenazy katalizujg np.
reakcje przemiany ketonéw w alkohole drugorzedowe z duza enancjospecyficznoscia, a estera-
zy hydrolizuja prochiralne dwuestry do chiralnych, kwasnych monoestréw. Wykorzystanie re-
akcji tego typu prowadzi do syntezy waznych chiralnych, zwigzkéw przejsciowych i chiralnych
farmaceutykow, i

b) stereospecyficznej syntezie wiazan typu -C-C-: mozliwo$¢ stereospecyficznej syntezy
takich wigzan stwarzajg np. aldolazy; enzymy tego typ'u majg wysoka specyficznos¢ wzgledem
nukleofilu, akceptujac wiele r6znych aldehydow jako kosubstraty elektrofilowe,

c) funkcjonalizacji pozycji mato- i nieaktywnych reakcje z wykorzystaniem grup:
-CHs,-CH:= -, =CH -, sa czesto bardzo trudne w normalnej syntezie organicznej; metaloenzymy
takie jak: mono- i dwuoksygenazy stwarzajg mozliwos¢ nowego, tatwiejszego wykorzystania te-
go typu reakgji.

3. Racjonalna synteza lekow, pestycydéw i herbicydow

Poczatek wspotpracy krystalografii z farmakologig siega réwniez poczatkdw samej krystalo-
grafii strukturalnej (lata czterdzieste - oznaczenie struktury penicyliny). Wraz z rozwojem metod
rentgenowskiej analizy strukturalnej, technik komputerowych, wysokorozdzielczej grafiki, udziat
krystalografii w badaniach lekow ulegat istotnej ewotucji. Z metody dostarczajgcej coraz
wiekszej ilosci wiarygodnych danych strukturalnych (koniecznym byio stworzenie Cambridge
Data Bank dla struktur organicznych i nieorganicznych), stata sie aktywnym uczestnikiem w mo-
delowaniu i projektowaniu nowych zwigzkéw, skracajac znacznie czas drogi: zwigzek wyjSciowy
- optymalny lek, przyczyniajac sie do znacznego obnizenia kosztéw jego wytwarzania. Miejsce
krystalografii w tych badaniach przedstawia schematycznie rys. 2 wedtug tzw. Pert-Programme
Evaluation and Review Technique - procedury majacej zastosowanie we wszystkich wspotczes-
nych biofarmaceutycznych instytucjach. Badania krystalograficzne potencjalnych lekéw i ich po-
chodnych obejmuja wiasciwie wszystkie ich rodzaje i kierunki poszukiwan od lekéw anty-AIDS
do aspiryny i witamin.

Réwnie wazny, cho¢ w Polsce niedoceniany, jest udziat badan strukturalnych w projektowa-
niu oraz syntezie herbicydéw i pestycydéw. Przy przewidywanym dwukrotnym wzroscie
ludnosci w nastepnym stuleciu, nie rozwigzanym problemem gtodu, 15% stratach plonéw z po-
wodu inwazji owadéw, problem opracowania nowych, bardziej aktywnych, a jednoczesnie mniej
dla nas szkodliwych zwigzkéw tego typu jest niezwykle istotny. Spektakularnym osiggnieciem
w tej dziedzinie bylo ostatnio oznaczenie struktury azadirachtiny - naturalnego, powszechnie
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Rys.2. Schemat badan w projektowaniu i optymalizacji nowego leku (wg Pert Programme).

stosowanego zwigzku antyinsektowego - konczace 18-letnie kontrowersje wokoét budowy tej
ztozonej czasteczki. Zwigzek ten jest mato stabilny, co bylo przyczyna braku jego efektywnej i
taniej syntezy organicznej. Ustalenie jego struktury, a nastepnie znalezienie fragmentu czastecz-
ki odpowiedzialnego za jej aktywnos$¢, pozwolito na zaprojektowanie i synteze prostych, matych

czagsteczek, wysoce aktywnych przeciw niektérym owadom (1 g nowej pochodnej wystarcza na
ochrone przeszto 10 tys. m” upraw) (47,48). Podobny sukces zanotowano przy analizie struktu-
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ry i syntezie jodrellin B, pochodnej naturalnych, otrzymywanych z drzew afrykanskich, anty-
szaranczowych zwiazkéw: ajugardin-1 i ajuganin-1, o wiele jednak od nich aktywniejszej. Bada-
nia te sa réwniez przyktadem nowego ,,boomu” w farmakochemii - odkrywania nieprzebranych
zasobow aktywnych farmakologicznie zwigzkéw wystepujacych w roslinach i drzewach lasow
tropikalnych. Wielkie ogrody botaniczne, jak np. Kew Gardens w Londynie, staty sie nagle nowy-
mi, niezwykle waznymi osrodkami badan tego typu, dostarczajgc wielu nowych potgczen chemi-
cznych, bedac czesto ostatnim, mozliwym ich zrédlem (wiele gatunkéw roslin, zwlaszcza ende-
micznych zostato juz wytrzebionych w przyrodzie w wyniku rabunkowej dziatalnosci cztowieka -
casus Amazonii).

Powyzsze przyktady mialy za zadanie zilustrowa¢ wszechstronny udziat oraz potencjalne
mozliwosci krystalografii biatek i zwigzkéw organicznych we wspoitczesnej biofarmako-techno-
logii. W krajach Europy Zachodniej i USA, praktycznie kazdy krystalograficzny projekt badawczy
finansowany jest bezposrednio przez firmy chemiczno-biotechnologiczne (IGl, Glaxo, Celltech,
Genentech, NOVO, Sturge/RTZ, Hoffmann-La Roche, Pfizer) lub tez przez panstwowe ciata na-
ukowe, jak np. Medical Research Council w Wielkiej Brytanii, w ktérym stworzono Protein Engi-
neering Group z udziatem przedstawicieli sponsoréw przemystowych. Wiele firm, jak np. Glaxo,
Roche, ma swoje wtasne pracownie krystalografii i modelowania molekularnego. Poniewaz ba-
dania strukturalne makroczasteczek biologicznych sytuujg sie najczesciej na przednich grani-
cach nauk i sg doskonatym testem dla prototypowych rozwigzan programowo-komputerowych,
znajdujg dodatkowe zrddto finansowania u producentéw sprzetu obliczeniowego, jak ALLIANT,
SUN, CONVEX, DEC, SILICONGRAPHICS, IBM. Wysokie nakiady na krystalografie sa nie-
zbedne ze wzgledu na koniecznos¢ uzywania przez nig niezwykle kosztownej aparatury; super-
szybkich komputeréw, interaktywnej, wysokorozdzielczej grafiki komputerowej, promieniowania
rentgenowskiego otrzymywanego w synchrotronach, detektoréw powierzchniowych, itp. Inwes-
towane w nig srodki zwracajg sie jednak szybko. Pozwala ona bowiem na otrzymanie i wykorzy-
stanie najbardziej wiarygodnych obecnie danych strukturalnych, o coraz bardziej ztozonych
uktadach biologicznych (obiektem tzw. krystalografii czasowo-rozdzielczej sg juz kompleksy en-
zym-substrat, badane w czasie rzeczywistym). Najciekawsze badania strukturalne - receptory,
membrany, kompleksy wieloenzymatyczne - sg jednak ciagle przed nami.
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The use of X-ray crystallography in the designing and optimisation
of the bioproducts

Summary

The role of protein and organic crystallography was discussed. X-ray analysis is an important tool in
the investigations of macromolecular structures. It can be used in evaluations of the structures (with the
highest accuracy at the moment) and mechanisms of enzymes, enzymes-inhibitors (substrates analogs)
complexes, hormones, antibodies - practically all kinds of macromolecules. X-ray analysis is particularly
useful in co-operation with protein engineering. Site directed mutagenesis can supply mutants, helping in
structure - function, molecular recognition investigations, and optimizing the enzyme function. New enzy-
mes and other proteins, with new, stricktiy required properties can be quickly obtained. X-ray analysis can
also be helpful in biotransformation research, drugs, pesticides, herbicides synthesis, and in the lowering
the costs of production. The results of protein and organic crystallography are stored in Data Banks, which
can be used (in to the predict and to model of) new molecules.
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