ARTYKULY

Wszechswiat, t. 118, nr 4-6/2017

ENZYMY — KATALIZATORY ZYCIA

Streszczenie

Enzymy to bialkowe katalizatory warunkujace zachodzenie niemal wszystkich wazniejszych procesow zy-
ciowych. Dzigki ich niesamowitej, wciaz nie do konca wyjasnionej katalitycznej skutecznosci, skompliko-
wane przemiany chemiczne w naszym organizmie mogg zachodzi¢ w bardzo tagodnych warunkach (niskie
temperatury, niewysokie ciSnienia) w porownaniu do tych, jakie stosowane sa w procesach przemystowych.
Naukowy dowdd, ze mogg one dziata¢ rowniez poza organizmami Zywymi, ostatecznie pogrzebat teori¢ pan-
witalizmu 1 zapoczatkowat bardzo burzliwy rozwo6j nowoczesnej enzymologii i biotechnologii. Dzieki za$ roz-
wojowi technik biologii molekularnej i inzynierii genetycznej enzymy znajdujg coraz szersze zastosowanie.
Niepostrzezenie w ciggu ostatnich kilku dekad enzymy staty si¢ niezbednym narzgdziem w przemysle farma-
ceutycznym, spozywczym, skorzanym, tekstylnym, papierniczym, a nawet w proszkach do prania. Utatwiaja
prace naszych komorek, sprawiaja, ze jemy smaczniejszy chleb i pijemy stodki sok pomaranczowy nawet
w srodku zimy, a nasze ubrania sg czyste juz po praniu w 30°C.

Abstract

Enzymes are protein catalysts that enable most of important processes in the living organisms. Thanks to
their astonishing and not yet well understood catalytic robustness even the most complicated chemical trans-
formations can proceed under mild conditions (i.e. low temperature and pressure), a feat hardly encountered
in the chemical industry. The scientific proof that enzymes can work outside of the living cell turned out to be
a final blow to the concept of panvitalism and a cornerstone for development of the modern enzymology and
biotechnology. Meanwhile, due to more recent achievements of molecular biology and genetic engineering
the enzymes gained wider application in the modern society. Inconspicuously, during the last few decades
the enzymes became indispensable in the pharmaceutical, food, leather, textile and paper industries and even
found their way into our daily laundry products. They constantly help our cells to live, make our daily bread
tastier, deliver a sweet juice in the middle of the winter and make it possible to remove the vilest stains from
our cloths after washing in just 30°C.

Enzym - biologiczny katalizator

Enzymy nalezg do substancji, ktore sg przez che-
mikéw nazywane Kkatalizatorami. Kazdy styszat
o katalizatorach zainstalowanych w samochodach,
ale sam termin moze czasem wydawac si¢ niejasny.
Jezeli zapytamy chemika czym jest katalizator, od-
powie, zgodnie z do§¢ hermetyczng definicja, ze jest
to substancja, ktora przyspiesza reakcje chemiczng
i skierowuje jg na wybrang Sciezke, sama nie zuzywa-
jac si¢ w reakcji. Aby zrozumie¢ o co w tym wszyst-
kim chodzi wyobrazmy sobie reakcje chemiczng, na
przyktad zachodzaca w komorkach czy w ukladzie
wydechowym samochodu, jako zattoczone rondo
w $rodku duzego miasta. Samochody wijezdzajace
droga na rondo to substancje chemiczne, ktore beda
ulegaty przeksztatceniu (tzw. substraty), za$ kazda

z drég opuszczajaca rondo to inna Sciezka reakcji.
Z kolei samochody opuszczajace rondo to produkty,
roéznigce si¢ pod wzgledem budowy czasteczki che-
miczne. Poniewaz rondo jest zakorkowane, wszyst-
kie reakcje postepuja dos¢ wolno i kazdy samochod
wjezdzajacy na nie straci sporo czasu zanim je opu-
sci (tj. przemieni si¢ w produkt reakcji). Kataliza-
tor mozemy wyobrazi¢ sobie jako wielka estakade
przerzucong nad zattoczonym rondem, ktora wiedzie
w kierunku najbardziej potrzebnym dla naszej komor-
ki czy $rodowiska. Teraz samochody bardzo szybko
przemykaja nad korkiem (przyspieszenie reakcji)
1 wigkszos$¢ z nich wybierze wiasnie t¢ droge (skiero-
wanie ruchu na wybrang $ciezke). Doktadnie wedtug
tej prostej analogii dziata zaré6wno katalizator w sa-
mochodzie, odpowiednio utleniajacy resztki benzyny
i redukujacy tlenki azotu w spalinach, jak i enzym
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w naszym jelicie utatwiajacy trawienie pozywienia.
Efekt estakady nad korkiem jest nazywany przez
chemikéw ,,obnizeniem energii aktywacji” (Ryc. 1).
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Ryc 1. Energia aktywacji (tj. roznica energii stanu przejsciowego (S¥)
i energii substratow) ulega zmniejszeniu na skutek katalitycznego dziata-
nia enzymu (réznica energii ES* i substratow). Obnizenie energii aktywa-
cji reakeji katalizowanej w poréwnaniu do niekatalizowanej odpowiada
za przyspieszenie reakcji przez katalizator.

Zgodnie z klasyczna teorig stanu przej$ciowego, kaz-
da reakcje chemiczng charakteryzuje pewna okre-
$lona energia aktywacji — im jest ona wyzsza, tym
dhuzej musimy poczekac, aby reakcja miata miejsce.
Zastanowmy si¢ skad bierze si¢ wspomniana wyzej
energia aktywacji. Ot6z na co dzien w przewazaja-
cym stopniu czgsteczki chemiczne pozostaja w ni-
skich stanach energetycznych. Aby doszto do reakcji
chemicznej pomigdzy czasteczkami musza one naj-
pierw zblizy¢ si¢ do siebie, pokonujac odpychajace
odziatywania elektrostatyczne i ulegajac przy tym nie-
korzystnym energetycznie odksztalceniom zwigza-
nym z reakcjg chemiczna. Na przyktad w czasie prze-
niesienia atomu z jednej czasteczki do drugiej w tak
zwanym stanie przejsciowym nastegpuje rozciggniecie
wigzania, ktore ulega odksztalceniu. Te zmiany geo-
metrii 1 struktury elektronowej zwigzane sg wlasnie
z podniesieniem energii uktadu, ktorg nazywamy
energig aktywacji. Jezeli taka bariera energetycz-
na jest wysoka, tylko niewielka ilo$¢ czgsteczek ma
wystarczajacg energig, aby ja pokona¢. W rezultacie
tylko nieliczne molekuly z olbrzymiej liczby cza-
steczek, ktore potencjalnie moglyby zareagowac, sa
zdolne do chemicznej przemiany, a co za tym idzie
sama reakcja (z naszego makroskopowego punktu
widzenia) postepuje bardzo powoli (tzn. mato pro-
duktu powstaje w czasie). Aby wplyna¢ na szyb-
ko$¢ reakcji mozemy zwigkszyC energie czasteczek
podnoszac ich temperature. Wraz ze wzrostem tem-
peratury coraz wigcej czasteczek, zgodnie z roz-
ktadem Boltzmana (Ryc. 2), osiagga wyzsze energie
i tym samym be¢dzie zdolnych osiagna¢ i skutecz-
nie przekroczy¢ bariere reakcji. W rezultacie wigcej

czasteczek w danym czasie jest w stanie przemienic si¢
w produkt, co skutkuje eksponencjalnym wzrostem
obserwowanej szybkosci reakcji [1, 4]. Podgrzewanie
reagentow jest jednak procesem bardzo kosztownym,
a czasem, gdy mamy do czynienia z wrazliwymi ter-
micznie zwigzkami chemicznymi o skomplikowanej
strukturze, nawet zupetnie niewykonalnym. W takiej
sytuacji jedynym mozliwym sposobem jest zastoso-
wanie katalizatora.

T=20K Energia

: aktywacji
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lost czasteczek
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Predkost czasteczek (Energia kinetyczna)

Ryc. 2. Rozktad energii kinetycznej czasteczek w zaleznosci od tempera-
tury uktadu wg. rozktadu Boltzmana. W miar¢ podnoszenia temperatury
coraz wigksza populacja czasteczek osiaga wymagang granicg¢ energii
aktywacji, co jest warunkiem koniecznym do zajscia reakcji chemiczne;j.
Na zielono zaznaczono czg$¢ populacji czasteczek, ktore w temperaturze
200K osiagaja przynajmniej energi¢ rowna energii aktywacji.

Rola katalizatora jest tak wplywac¢ na czasteczki
W stanie przejsciowym, aby ich energia nie musiata
by¢ az tak wysoka, by reakcja zachodzita (tj. obni-
zy¢ energi¢ aktywacji). W rezultacie, podobnie jak
w przypadku podniesienia temperatury, wigksza ilo§¢
czasteczek chemicznych ma szans¢ pokonac bariere
i reakcja przebiega szybciej. Takimi katalizatorami sg
wlasnie enzymy, ktore do perfekcji realizuja to wia-
$nie zadanie. Wiazg one reagenty w swoim wnetrzu
w taki sposob, aby maksymalnie obnizy¢ energie
ich aktywacji [15] 1 przyspieszy¢ proces tworzenia
produktu.

Bariery energetycznej, w metaforycznym sensie,
doswiadcza kazdy z nas po niezbyt dobrze przespane;j
nocy, gdy stara si¢ rano wsta¢ do pracy — w tym przy-
padku katalizator, na przyktad w postaci zapachu do-
brej mocnej kawy, pomaga znaczgco obnizy¢ bariere
energii aktywacji i pomo6c nam wstac.

Precyzyjna regulacja
Enzymy sa niezwyklymi katalizatorami. Dzi¢ki

swojej dos¢ skomplikowanej i wyrafinowanej bu-
dowie potrafig dziata¢ tylko w okreslonym miejscu
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naszego organizmu i w okre§lonych warunkach tem-
peratury i pH. Sa w stanie roéwniez rozpoznawac
czasteczki chemiczne i sposrod wielu obecnych
w naszych komorkach wybiera¢ tylko te, do ktorych
modyfikacji zostaly przeznaczone. Zjawisko to, na-
zywane specyficznoscig enzymow, moze powodo-
wac, ze enzymy wybieraja wylacznie jeden rodzaj
czasteczki (np. absolutna specyficzno$¢ enzymu
laktazy, ktory katalizuje rozktad wylacznie laktozy)
badz tez jaka$ ich grupe (specyficznos¢ grupowa —
np. enzym trawienny trypsyna przecinajacy tancuch
peptydowy w poblizu zasadowych aminokwasow)
lub ogranicza¢ si¢ wylacznie do rozpoznawania typu
wigzania chemicznego (np. niektore dehydrogenazy
alkoholowe utleniaja specyficznie alkohole pierw-
szorzgdowe do aldehydow). Enzymy potrafia row-
niez rozpoznawac przestrzenng strukture czasteczek
chemicznych, dzigki czemu potrafig by¢ specyficzne
wzgledem izomerdéw optycznych (enancjomerow) —
czyli czgsteczek niemal identycznych, rézniacych si¢
tylko przestrzenna organizacja podstawnikow wokot
tzw. centrow stereogenicznych (np. chiralnych ato-
mow wegla - chiralne czasteczki, tak jak nasze rece,
ktore wygladaja jak swoje lustrzane odbicia). Dzieki
enancjospecyficzno$ci enzymy sa niezwykle przydat-
ne szczegblnie w przemysle farmaceutycznym, gdzie
ich zdolnos¢ do produkc;ji chiralnych czystych enan-
cjomerycznie lekow moze decydowac o tym, czy pro-
dukt bedzie miat zbawienne dziatanie lecznicze, czy
tez stanie si¢ zagrazajaca zyciu trucizng [7, 14]. Co
wigcej, zastosowanie enancjoselektywnych biokata-
lizatorow w syntezie ma tez duze znaczenie ekono-
miczne, gdyz lek jest syntetyzowany tylko w aktyw-
nej formie. Dla kazdego centrum stereogenicznego
zyskujemy wigc dwa razy wigcej substancji aktyw-
nej, podczas gdy w przypadku syntezy nie-enancjose-
lektywnej otrzymujemy tylko potowe mozliwej ilo$ci
produktu. Majac czysty optycznie lek firma farma-
ceutyczna nie musi tez przeprowadza¢ kosztownych
badan klinicznych skierowanych na wykrycie efek-
tow ubocznych, potencjalnie powodowanych przez
nieaktywny klinicznie enanjomer leku. Nie ma tez
potrzeby przeprowadzenia kosztownego oczyszcza-
nia substancji aktywnej z niepotrzebnego enancjome-
ru, jezeli jego podanie powoduje niepozadane skutki.

Bardzo czgsto aktywno$¢ katalityczna enzymow
podlega $cistej kontroli i1 regulacji. Dobrym przy-
ktadem takiego zachowania sa enzymy trawienne,
katalizujace rozklad biatek. Enzymy te wytwarza-
ne s3 m.in. w gruczotach s$ciany zoladka. Gruczotly
$ciany zotadka w duzej mierze zbudowane sg z bia-
fek, wigc enzymy trawienne musza by¢ poczatkowo
nieaktywne (wydzielane w formie tzw. proenzymu

pepsynogenu), zeby nie trawity wlasnego macierzy-
stego gruczotu. I dopiero wtedy, gdy juz wydziela si¢
do zotadka, gdzie panuje niskie pH (obecny jest tam
kwas zotadkowy), ulegaja samoaktywacji (autoka-
talitycznie same odcinajg swoj niewielki fragment)
1 staja si¢ bardzo aktywnymi katalizatorami ulatwia-
jacymi trawienie biatek (pepsyna) [5]. Dodatkowo
nasz zoladek wyscielony jest specjalnymi komorka-
mi odpornymi na dziatanie pepsyny — inaczej sami
moglibySmy siebie strawi¢ po dobrym obiedzie!
Co ciekawe, inne enzymy trawienne, wytwarzane
w trzustce (np. chymotrypsyna), a dziatajace w jeli-
cie cienkim, gdzie panuje pH zasadowe, trawig biat-
ka tylko i wylacznie w warunkach wysokiego pH.
Tym samym ich aktywnos$¢ enzymatyczna jest precy-
zyjnie przystosowana do miejsca, w ktorym majg za
zadanie dziatac.

Aktywnos¢ enzymatyczna (czyli zdolnos$¢ do przy-
spieszania reakcji) podlega dynamicznej regulacji.
Zanim zajdzie reakcja, najpierw musi powsta¢ nieko-
walencyjne polaczenie migdzy enzymem (E) i sub-
stratem (S), czyli tzw. kompleks ES. Poniewaz sama
reakcja chemiczna jest bardzo czgsto wolniejsza od
procesu powstawania i rozpadu kompleksu ES, szyb-
ko$¢ katalizowanej przez enzym reakcji zalezy nie-
liniowo od stezenia substratu i ma ksztatt hiperboli.
Oznacza to, ze w miar¢ zwigkszania si¢ stezenia sub-
stratu szybkos¢ reakcji tylko poczatkowo gwattownie
ros$nie, po czym przyrost szybko$ci stopniowo zwal-
nia, az osiagga wysycenie (Ryc. 3).

<
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Szybkosé reakgji (V)

Stezenie substratu [3]

Ryc. 3. Wykres zaleznosci szybkosci reakeji enzymatycznej V od stezenia
substratu [S], gdzie V__— maksymalna szybkos¢ reakcji enzymatycznej,
osiggana dla nieskonczenie wysokiego steZenia substratu. K _- stata Mi-
chaelisa oznaczajaca stezenie substratu, przy jakim szybkosé¢ reakcji ka-
talizowanej przez enzym osigga potowe V.

Zrozumienie tego efektu byto mozliwe dzigki bada-
niom trdjki uczonych: francuskiego chemika Victora
Henriego, niemieckiego biochemika Leonora Micha-
elisa i kanadyjskiej doktor medycyny Maud Men-
ten. To oni sformutowali najstynniejsze w biochemii
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réwnanie Michaelisa-Menten, bedace podstawowym
prawem opisujagcym zachowanie enzymow [8].

Co ciekawe, wiele enzymow zmienia swoja aktyw-
no$¢ w zaleznosci od stezenia substratu i innych sub-
stancji w sposob jeszcze bardziej ztozony. Czestym
zjawiskiem jest spowolnienie reakcji, gdy powstaje
duzo produktu. W ten sposob organizm zabezpiecza
si¢ przed akumulacjg zbyt duzej ilosci substancji che-
micznych, ktore w wysokim stezeniu mogtby wy-
wrze¢ toksyczny efekt na komorke. Efekt taki nazy-
wany jest inhibicja produktowa, jezeli produkt wigze
si¢ w centrum aktywnym, lub ujemnym efektem al-
losterycznym, jezeli miejsce wigzania si¢ inhibitora-
-produktu znajduje si¢ w innej czesci enzymu.

A}‘
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ceninem
aktywne
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akbywne
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Enhikstor
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Z mhikpitorem
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Enzym wigze sig z inhibitorem
Naslgpuje zmiana geomelrii
cantrumaklywnego

wtedy, ze enzym ma budowe multimerycznag (np. je-
zeli sktada si¢ z czterech identycznych podjednostek,
jest homotetramerem — Ryc. 5).

Bardzo czgsto takie enzymy dziataja kooperatyw-
nie — tzn. zwigzanie w jednej z podjednostek substra-
tu powoduje zmian¢ geometrii biatka. Zmiana ksztat-
tu podjednostki zawierajacej substrat pociaga za soba
przemieszczenie polozenia aminokwasdéw na styku
pomiedzy podjednostkami. W efekcie nastepuje row-
niez zmiana geometrii pozostatych podjednostek
(tzw. zmiana konformacji), ktére niejako ,,czuja”,
ze ich sgsiad zwiazat pierwsza czasteczke substratu.
W rezultacie ich zdolno$¢ do wigzania czasteczek
substratu w centrach aktywnych (a wigc termodyna-

Zachodzi reakcia
| powstaje produkt

Enzym uwalnia produki

subsirat

Inhibitor blokuje cantrum akbywna
uniemoitiwiajgc wigzana substratu

substrat

%} Brak reaki

Zmienione cetrum akiywne
nie wigde substratu

Ryc. 4. Schematyczne przedstawienie réznych sposobow regulacji aktywnosci enzymatycznej przeze inhibitory. A) Normalna reakcja enzymatyczna,
w ktorej enzym wigze substrat i po reakcji uwalnia produkt, B) Inhibitor kompetycyjny wiaze si¢ w centrum aktywnym uniemozliwiajac zwigzanie
substratu i zajscie reakcji, C) Zwiazanie si¢ z enzymem czynnika allosterycznego wpltywa na zmiang struktury enzymu, co posrednio oddziatywuje na
geometri¢ centrum aktywnego. W rezultacie enzym nie wiaze skutecznie substratu i reakcja nie zachodzi.

Aktywno$¢ enzymatyczna moze podlegaé jeszcze
innej regulacji, najczesciej (choc nie jedynie) gdy en-
zym sktada si¢ z kilku jednakowych pod wzgledem
sktadu aminokwasowego podjednostek biatkowych,
z ktorych kazda zawiera centrum aktywne. Mowimy

miczne prawdopodobienstwo powstania kompleksu
ES) moze wzrosna¢ (dodatni efekt kooperatywny)
lub zmale¢ (ujemny efekt kooperatywny) [9, 12].
Wtensposobewolucyjniezaprogramowany efektregu-
lacji pozwala organizmowi dostosowac¢ efektywno$¢
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katalizatoréw do zmieniajacych si¢ warunkoéw ze-
wnetrznych (np. zmiennego st¢zenia substancji
odzywczych).
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helisg) lub plaszczyzny (zwang B-kartka) (Ryc, 7A,
B). Helisy i B-kartki, bedace struktura Il-rzedowa
biatek, tworzg z kolei przestrzenne struktury IlI-rze-

Ryc. 5. Przyktady biatek tetramerycznych: A) dehydrogenaza semialdehydu aspartaniowego z Trichophyton rubrum [10], B) A'-dehydrogenaza 3-keto-
steroidowa z Rhodococcus erythropolis [16], C) dehydrogenaza (S)-1-fenyloetanolowa z Aromatoleum aromaticum [6].

Bialkowa budowa enzymow

Jak juz wspomniano, enzymy majg bardzo skom-
plikowang budowg. Poniewaz sg biatkami, zbudowa-
ne sg z aminokwasow. Wigkszos$¢ organizmow wyz-
szych (do ktorych 1 my si¢ zaliczamy) wykorzystuje
tylko 21 r6znych aminokwasow, ktore niczym klocki
lego potaczone sa w dtugie tancuchy za pomocg tzw.
wigzania peptydowego (Ryc. 6).

k then

8 arot
woddr
_/ CH, lub inna reszta aminokwasu

Ryc. 6. Struktura wiazania peptydowego (szary romb) pomig¢dzy dwoma
aminokwasami alaniny. Dzigki sprz¢zeniu elektronowemu wolnej pary
elektronowej atomu azotu i uktadu = elektronéow grupy karbonylowej
wiazanie peptydowe jest ptaskie. Ulozenie aminokwaséw w tancuchu po-
lipeptydowym to struktura I-rzedowa.

To, w jakiej kolejnosci pouktadane sg rézne ami-
nokwasy w danym bialku jest zapisane w kodzie
genetycznym (DNA) i w jeszcze nie do konca zro-
zumiaty dla nas sposob niesie informacje nie tylko
o kolejnosci (tak zwanej sekwencji) aminokwasow
w tancuchu, ale rowniez o catkowitym tréjwymiaro-
wym ksztalcie biatka. Okazuje si¢ bowiem, ze doj-
rzate biatko (czyli np. enzym) przypomina bardziej
kiebek wtoczki, ktérym bawit si¢ mtody kociak, niz
prostg wstazke. Ni¢ aminokwasowa przyjmuje skom-
plikowang i uporzadkowang strukture spirali (zwang

dowe, ktore w formie przypominajg nie tylko ktgbek
wloczki, lecz takze i1 fantazyjne pierScienie czy tez
beczki (Ryc. 7B, C).

Niektore enzymy sg naprawde wielkimi czgsteczka-
mi chemicznymi, sktadajacymi si¢ z wielu splatanych
ze sobg tancuchow i dziesigtkow tysigcy atomow.
Tym bardziej jest dla nas niezrozumiate, w jaki spo-
sob biatka za kazdym razem, zazwyczaj bezbtednie
1 w wigkszosci wypadkow zupetnie samoistnie, zwi-
jaja sie w te skomplikowane struktury. Pomimo wie-
lu badan w tej dziedzinie oraz ogromnego postgpu
metod symulacji komputerowych zwijania si¢ (tzw.
faldowania) biatek wcigz nie jestesmy w stanie prze-
widzie¢ z wystarczajaca doktadno$cig przestrzennej
struktury bialek bazujgc wylacznie na sekwencji ami-
nokwasowej. To wlasnie z tego powodu co roku (od
1994) odbywa si¢ swego rodzaju eksperyment: Swia-
towe mistrzostwa w przewidywaniu struktur biatko-
wych CASP (Critical Assessment of protein Structure
Prediction) [13], w ramach ktorych ponad 100 grup
naukowcow rywalizuje w przewidywaniu struktury
biatka o niedawno poznanej, ale wcigz nie opubliko-
wanej strukturze.

Nalezy sobie jednak postawi¢ pytanie, cze-
mu ma stuzy¢ tak skomplikowana budowa biatek
i enzymoéw? Enzymolodzy byli bardzo zaskoczeni
gdy odkryli, Ze niejednokrotnic w samym proce-
sie przyspieszania reakcji bierze udziat tylko kilka
aminokwasow! Sama reakcja chemiczna zachodzi
bowiem w tak zwanym ,,centrum aktywnym”, ktore
jest najczeSciej niewielkim wglebieniem lub nisza
w enzymie, do ktdrego wigza si¢ czasteczki chemiczne
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(substraty) przetwarzane przez enzym. To wiasnie w
strong przestrzeni centrum aktywnego zwrocone sa
w precyzyjnie okreslonych miejscach aminokwasy

A)

a-helisa

B)

i tak wiele roznych reakcji potrafiag przyspieszac, ze
enzymolodzy majg wiele pracy na kolejne dziesiatki
lat badan. W samym ludzkim organizmie ocenia si¢ —

Ryc. 7 Hierarchiczna struktura biatek tworzona przez sekwencj¢ aminokwasowa tancucha polipeptydowego (struktura 1°-rzedowa), gdzie A) to sposob
zwinigcia (struktura 2°-rzedowa) w charakterystyczne helisy (czerwone), B-kartki (niebieskie) i spinki (zielone), B) i C) przestrzenna organizacja struk-
tur 2°-rzedowych w strukture 3°-rzedowa, zawierajaca charakterystyczne motywy, takie jak peki helis, zwijajaca si¢ B-kartke, B-barytke, ktorych funkcja
moze by¢ wytworzenie miejsca wigzania czasteczki (ciemno- i jasnoszara kulkowa struktura substratu w B) oraz zapewnienie wyizolowanego srodowi-
ska dla aktywnych aminokwasow katalizujacych reakcje (aminokwasy w centrum barytki w C). Na panelu D) przedstawiono 4°-rzedowa organizacje
tworzong przez odrgbne tancuchy polipeptydowe (oznaczone réznymi kolorami); A) fragment struktury modelu homologicznego dehydrogenazy A'-3-
ketosteroidowej ze Sterolibacterium denitrificans [3], B) komorkowe biatko wiazace retinol z Homo sapiens (kod PDB 5FAZ) C) i D) dehydrogenaza

tiocyjanianowa z Thioalkalivibrio paradoxus (kod PDB: 5F75).

zaangazowane w przyspieszenie reakcji chemiczne;.
Centrum aktywne mozna wigc wyobrazi¢ sobie jak
najezong wyspecjalizowanymi ramionami robotow
tasme produkcyjng w wielkie fabryce. Od dziesig-
cioleci probujemy zrozumie¢, jak enzymy osiagaja
te fenomenalne rezultaty za pomocg relatywnie nie-
wielkich i uniwersalnych $rodkéw. Niestety wcigz
poszukujemy pelnej odpowiedzi, bo czynnikow od-
powiedzialnych za katalityczng perfekcje enzymow
wydaje si¢ by¢ wiele. Rozumiemy, ze kluczem do
wszystkiego jest wlasnie obnizanie energii aktywacji
danej reakcji za pomoca tych kilku odpowiednio ulo-
kowanych aminokwasow lub kofaktoréw, czyli nie-
wielkich czasteczek organicznych lub kompleksow
metali, ktore poszerzaja spektrum dostepnych che-
micznych procesow. Enzymow jest jednak tak wiele

na podstawie analizy genomu — Ze biokatalizatorow,
katalizujacych prawie 900 réznych proceséw, moze
by¢ ponad 2 700 [17]. A wigkszo$¢ organizmow zy-
wych naszej planety nie zostata jeszcze scharaktery-
zowana genetycznie!

Centrum aktywne

Nalezy sobie zada¢ pytanie, dlaczego Natura wy-
tworzyla tak skomplikowane czasteczki, by ostatecz-
nie zbudowa¢ cos$ tak prostego, jak centrum aktyw-
ne? Czy enzymy nie moglyby sktada¢ si¢ wtasciwe
tylko z tych kilku kluczowych aminokwasow, ktore
katalizuja reakcje? Przeciez tak wtasnie budujemy
nasze katalizatory my, chemicy — i jako$ to dziala!
Powodow, dla ktorych Natura wybrata to pozornie
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bardziej skomplikowane rozwigzanie jest kilka. Po
pierwsze, jak juz wspomniatem, bialka, a w szcze-
golnosci enzymy, produkuja si¢ poniekad same. Po
przettumaczeniu kodu genetycznego na tancuch biat-
kowy sama struktura polimeru biatkowego zwija si¢
w docelowy ksztalt. Ten ksztalt jest tak zaprojektowa-
ny przez ewolucje, aby umiesci¢ katalitycznie aktyw-
ne aminokwasy w odpowiedniej, optymalnej pozycji.
Pozostate aminokwasy nie tylko stanowig rusztowa-
nie, na ktorym katalitycznie aktywne aminokwasy sa
zamocowane, ale rowniez buduja ksztalt centrum ak-
tywnego, ktore przypomina forme¢ pod odlew rzezby
dla reagujacych w reakcji czasteczek. Innymi stowy
czgsteczki reagentow ,,pasuja” do centrum aktywne-
go niczym reka do dobrze dobranej rekawiczki i kaz-
dy fragment czasteczki chemicznej wchodzi do odpo-
wiedniego ,,palca” tej rekawiczki. Oczywiscie dobre
»dopasowanie” reagenta do centrum aktywnego wy-
kracza poza czysto makroskopowe mechaniczne do-
pasowanie ksztaltu, chociaz jest to rowniez istotny
czynnik (sa to tak zwane efekty steryczne) (Ryc. 8).
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chemiczng ,,malutka raczke dziecka” od ,wielkiej
mgeskiej graby”, czy ,.kobiecej ragczki o dhugich pal-
cach i wypielegnowanych paznokciach”. Innymi
stowy enzym wybierze z wielu czasteczek chemicz-
nych ptywajacych w komoérkowej cytoplazmie tylko
te zwiazki, do ktorych modyfikacji zostat zaprojek-
towany. Dzigki tej niezwyklej zdolnosci w naszych
komorkach potrafig biec obok siebie bardzo roézne
reakcje chemiczne, podczas gdy my, w chemicznej
fabryce, musimy kazdy z procesow chemicznych
prowadzi¢ w osobnym reaktorze, by nasze kataliza-
tory ,,nie pomylity si¢” i modyfikowaty tylko jeden
wybrany przez nas zwigzek chemiczny.
Selektywnos¢ jest wielka zaleta enzymow i ma
bardzo duze znaczenie dla ich zastosowania w prze-
mysle. Co ciekawe — jest jednoczesnie zaletg i wada
biokatalizatoréw. Ot6z tak dtugo, jak chcemy odtwo-
rzy¢ w fabryce proces, ktory wystepuje w Naturze
(na przyktad chcemy syntetyzowa¢ antybiotyk wy-
korzystujac enzymy z grzybow, ktére naturalnie go
wytwarzaja), tak dlugo ta niezwykla selektywnosc¢

Ryc. 8. Katalityczna podjednostka dehydrogenazy C25 steroidowej wraz z substratem w jej centrum aktywnym [18]. Na prawym panelu przedstawiono
doskonate dopasowanie substratu do powierzchni biatka. Cz¢$¢ aminokwasow przestaniajacych substrat od strony czytelnika ukryto w celu lepszej

wizualizacji kompleksu enzym-substrat (ES).

Bardzo wazng rol¢ petnig tez oddziatywania elek-
trostatyczne — aminokwasy o natadowanych (dodat-
nio lub ujemnie) tancuchach bocznych umieszczone
sa w takich miejscach, aby korzystnie oddziatywaé
z przeciwnie natadowanymi grupami substratu lub
tez umozliwi¢ powstanie stabilizujacych kompleks
enzymu z substratem wiazan wodorowych. To wia-
$nie dzigki tym doskonale zaprojektowanym oddzia-
lywaniom centrum aktywnego z substratem enzymy
uzyskuja niezwykla przewage nad naszymi prostymi
chemicznymi katalizatorami. Przewagg tg jest wspo-
mniana wczesniej selektywnos¢. Rozpoznajac ksztat-
ty 1 wlasciwosci czasteczek chemicznych nasza ,.en-
zymatyczna r¢kawica” dba nie tylko o to aby , kciuk”
czy ,,palec wskazujacy” czasteczki trafit w odpowied-
nie miejsce rgkawicy, ale jest tez w stanie rozréznic

enzymow dziata na naszg korzy$¢. Enzym wytworzy
tylko jeden, pozadany przez nas produkt i kompletnie
zignoruje zanieczyszczenia. W przemysle jednak bar-
dzo czesto chcemy stworzy¢ czasteczki, ktorych Na-
tura nie uzywa albo ktore zawierajg nietypowe ato-
my. Wtedy ta wysoka specjalizacja biokatalizatorow
dziata na nasza niekorzys¢, bo enzymy sa zbyt wyso-
ce wyspecjalizowane, by dobrze przyspieszaé prze-
miang¢ nietypowych czasteczek. Nietypowe czgstecz-
ki majgce troch¢ inny chemiczny ksztalt oraz rozktad
tadunkow i nie pasuja dobrze do centrum aktywnego.
Aby poradzi¢ sobie z tym problemem biotechnolodzy
»przesiewaja” wiele enzymow pochodzacych z roz-
nych organizméw, by znalez¢ takie, ktore nie sg az
tak bardzo wyspecjalizowane lub posiadaja inna, bar-
dziej pasujaca do celéw danej syntezy, specyficznosé
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substratowg. Czasem udaje si¢ znalez¢ enzym, kto-
rego ewolucja nie doprowadzita jeszcze do skrajnej
specjalizacji. Dzigki temu jest on w stanie rozpoznaé
i zwigza¢ w centrum aktywnym szersza game¢ zwigz-
kow chemicznych 1 moze stuzy¢ naszym celom. Ta-
kie poszukiwania przypominaja jednak szukanie iglty
w stogu siana — nigdy nie mamy pewnosci, ze odnaj-
dziemy enzym o pozadanych cechach. Na szczescie
dzigki postgpom biologii molekularnej nie jesteSmy
zdani tylko na tut cze$cig i Natur¢ — mozemy liczy¢
na pomoc ze strony przyspieszonej i ukierunkowanej
ewolucji enzymow w laboratorium.

Sztuczna ewolucja enzymow

Proces ewolucji polega na stopniowych, losowych
zmianach w kodzie genetycznym kodujacym se-
kwencje biatek. Enzymy odpowiedzialne za kopio-
wanie DNA sa zazwyczaj bardzo dokladne i bardzo
rzadko popelniajg btedy. Czasem jednak pojedyncze
pomyiki ,,umkna ich uwadze” i w ten sposdb nastepu-
je mutacja punktowa w kodzie DNA. Niekiedy zmia-
na pojedynczego elementu DNA nie prowadzi do po-
waznych zmian, czasem zmodyfikowane biatko ma
wlasnosci mniej przydatne niz jego pierwowzor, ale
czasem jest ono lepsze. Poniewaz lepsze rozwigzania
zwigkszaja szanse na przezycie danego organizmu
i wydanie na $§wiat potomstwa (a wiec przekazanie
nowego typu biatka swoim dzieciom), dobre rozwia-
zania si¢ kumuluja, a zle eliminuja (bo czgsto zmniej-
szajg szans¢ przezycia i przekazania gorszego biatka
potomstwu).

W sztucznie kierowanej ewolucji to my decydu-
jemy, jakie beda warunki ,,przezycia” danej losowej
mutacji. Sa nimi zdolnos$ci enzymu do katalizowania
wybranej przez nas reakcji chemicznej. Dzigki poste-
pom w dziedzinie biologii molekularnej posiadamy
specjalne narzgdzia biotechnologiczne umozliwiaja-
ce czgste wprowadzanie losowych, jak i celowych
zmian w DNA i nastgpnie produkcji bialek kodowa-
nych przez zmienione DNA w bakteriach. Posiada-
my tez narzedzia umozliwiajace mieszanie si¢ kodu
genetycznego pomiedzy podobnymi, homologiczny-
mi genami, w podobny sposob jak w procesie plcio-
wego rozmnazania [19]. Powtarzajac proces mutacji
i selekcji wielokrotnie dla duzej liczby wariantow en-
zymu (niczym kolejne pokolenia w normalnej ewo-
lucji) jestesmy w stanie przeksztalci¢ enzym, ktory
byt staby, w katalizowaniu nieznanej Naturze reakcji,
w super katalizator, ktory nie tylko przyspieszy re-
akcje nawet i 1000-krotnie, ale jeszcze zniesie wyso-
kie stgzenie rozpuszczalnikow organicznych, wyso-
ka temperature czy jakze odmienne od przytulnego

wnetrza komorki warunki panujgce w reaktorze che-
micznym. Dzigki poszerzajacej si¢ wiedzy na temat
zaleznosci struktury biatek i ich wlasciwosci jeste-
$my coraz czgéciej w stanie przewidywac (za pomo-
cg modelowania molekularnego), jakie modyfikacje
nalezy wprowadzac¢, by skierowac ewolucje w danym
kierunku, i jakie rejony biatka najlepiej jest podda-
waé¢ mutacjom. Dlatego nie musimy juz poruszaé
si¢ zupetnie na $lepo, co pozwala optymalizowaé
wlasciwosci katalityczne enzymow metodg ewolucji
kierowanej dla mniejsze ilosci biatek [11]. Co wig-
cej, dzigki technikom inzynierii genetycznej i mi-
krobiologii jestesmy w stanie wytwarza¢ te enzymy
w sposob tani i1 bezpieczny dla srodowiska. Stato si¢
to mozliwe dzigki zrozumieniu kodu genetycznego,
stanowigcego instrukcje¢ do produkcji poszczeg6l-
nych enzymow oraz rozwojowi narz¢dzi molekular-
nych pozwalajacych te instrukcj¢ kopiowaé, modyfi-
kowac i przenosi¢ do innych organizméw. Za pomoca
technik transformacji genetycznych wprowadzamy
odpowiednio przygotowang genetyczng instrukcje do
pospolitych mikroorganizméw (np. bakterii Escheri-
chii coli czy drozdzy Pichia pastoris), namnazamy
je 1 wydajemy im ,,chemiczny rozkaz” nakazujacy
produkcje pozadanego enzymu w duzej iloci. Ten
»chemiczny rozkaz”, nazywany fachowo ,,indukcjg”,
wydajemy za pomocg dodatku do hodowli chemicz-
nych zwiazkow (takich jak np. laktoza czy ramnoza),
ktore zmieniaja wlasciwosci biatek regulujacych eks-
presje genetyczng w mikroorganizmach. W obecno-
$ci tych substancji biatka regulatorowe odczepiaja
si¢ od DNA mikroorganizmu (w szczegdlnosci za$
od DNA sztucznie wprowadzonego przez biolo-
gow molekularnych do zmodyfikowanej bakterii)
1 umozliwiajg transkrypcj¢ zakodowanej instrukcji
produkcji pozadanego enzymu. Dzigki takim osia-
gnigciom genetycznie zmodyfikowane organizmy
(czyli GMO) dostarczaja nam m.in. tak zwanych re-
kombinowanych enzymow. Jest to sposob produkcji
podpuszczki do produkcji serow (nie musimy wiec
zabija¢ jagnigt by ekstrahowaé enzym z ich Zotad-
kow), wytwarzania enzymow rozktadajacych skrobie
do syropu glukozowego (soki stodkie nawet w zimie)
czy produkujacych lipazy usuwajace ttuste plamy
z pranej odziezy (tanie proszki zawierajgce enzy-
my pozwalajg na pranie w niskiej temperaturze, co
oszczedza prad i chroni Srodowisko). Na marginesie
nalezy wspomnie¢, ze te same metody inzynierii ge-
netycznej stuza do produkcji bardzo cennych lekow,
takich jak insulina ludzka, ludzki hormon wzrostu
czy tez innowacyjne leki przeciw chorobom auto-
immunologicznym, takim jak choroba Lesniowskie-
go-Crohna, wrzodziejace zapalenie jelita grubego,
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luszczyca czy reumatoidalne zapalenie stawow [2].
Te biologiczne leki rowniez zbudowane sa z aminokwa-
soOw 1 wytwarzane sa w zmodyfikowanych genetycz-
nie komorkach eukariotycznych (tj. nie bakteryjnych
—najczeséciej w komorkach jajnika chomika chinskie-
go — CHO). Przeciwciala wytwarzane w GMO maja
rowniez zastosowanie w diagnostyce biomedycz-
nej (jako molekularne czujniki wykrywaja np. hCG
w tes$cie cigzowym), jak rowniez jako sztuczne bio-
katalizatory, czyli rodzaj wytworzonych przez che-
mikow enzymow [20]. Jak wiec wida¢ nie nalezy
si¢ §lepo obawia¢c GMO dla samej zasady — to, co
modyfikowane genetycznie niejednokrotnie ratuje

tylko specjalisci w laboratoriach czy fabrykach far-
maceutycznych. Dzi$, czasem nie§wiadomie, wyko-
rzystuja je gospodynie domowe (lub samodzielnie
robiacy pranie mezczyzni) dolewajac zelu do prania
z formulg enzymatyczng usuwajaca plamy z biatek,
thuszezu 1 cukrow. Korzystaja z nich piekarze, doda-
jacy enzymatycznych polepszaczy, ktore sprawiaja, ze
chleb jest bardziej sprezysty i aromatyczny, czy ku-
charze, wykorzystujacy enzymatyczne marynaty, by
migso nabrato odpowiedniej migkkosci i delikatnosci.
Stosuje si¢ enzymatyczne preparaty proteolityczne, by
sklarowa¢ piwo produkowane w lokalnym mikro-bro-
warze. No i oczywiscie kazdy z nas, w kazdej sekun-

nasze zycie i zdrowie, a przy tym wspiera ochrong
srodowiska.

dzie naszego istnienia, wykorzystuje tysigce enzymow
— po to, by po prostu zyc¢.

Podsumowanie

Otaczajacy nas $wiat zmienia si¢ czasem niepostrze-
zenie. Jeszcze 20-30 lat temu enzymy wykorzystywali
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KURKUMA — ROSLINNE PANACEUM

Streszczenie

Kurkuma jest rosling wystepujaca dziko w krajach tropikalnych. Jest wykorzystywana jako przyprawa oraz
jako barwnik spozywczy. Czynnikami biologicznie aktywnymi, ktorym kurkuma zawdzigcza swoje niezwykte
wlasciwosci i1 kolor, sg kurkuminoidy. Jest to grupa substancji, do ktorych zaliczamy kurkumine, demetok-
sykurkumine oraz bis-demetoksykurkuming. Dominujgca procentowo jest kurkumina i jest ona tez uznana
za najcenniejszg sposrod wszystkich kurkuminoidéw. Substancje te wykazujg dziatanie plejotropowe, czyli
majg zdolno$¢ do wielokierunkowego dziatania na organizm. Do najwazniejszych prozdrowotnych dziatan
obserwowanych po podaniach kurkuminoidéw zaliczamy dziatanie przeciwzapalne, przeciwnowotworowe
i antyoksydacyjne. Wykazano réwniez skutecznos¢ kurkuminoidéw w leczeniu zaburzen metabolicznych,
a takze zaburzen ze strony osrodkowego uktadu nerwowego. Pozytywne rezultaty widoczne byly zwlaszcza
w modelach chorob neurodegeneracyjnych, jak np. choroby Alzheimera lub Parkinsona, jednakze odnotowy-
wano takze pozytywne dziatanie u pacjentow z depresja.

Ograniczeniem w stosowaniu kurkuminy jest przede wszystkim niska biodostepnos¢ kurkuminoidow oraz
staba rozpuszczalno$s¢ w wodzie. Jednakze jest to substancja do$¢ dobrze tolerowana i nie zaobserwowano
powaznych skutkéw niepozadanych po podaniach doustnych.

Abstract

Turmeric is awild plant found in tropical countries. It is known as popular spice and also as a natural yellow pig-
ment. The biologically active agents that turmeric owes its unusual properties and color are curcuminoides. This
is a group of substances that include curcumin, demethoxycurcumin and bis-demethoxycurcumin. Curcumin is
the mostabundantand is considered to be the most valuable ofall curcuminoids. These substances have pleiotropic
effects, it means they have the capacity for multidirectional action in the body. The most important health effects
observed after administration of curcuminoides are anti-inflammatory, anti-cancer and antioxidant effects. Cur-
cuminoids have also been shown to be effective in the treatment of metabolic disorders as well as disorders of the
central nervous system. Positive results were evident especially in models of neurodegenerative diseases such
as Alzheimer’s or Parkinson’s disease, but positive effects have also been reported for patients with depression.
The limitation of the use of curcuminoides is primarily it low bioavailability and water solubility. However, the
substances are well tolerated and no serious adverse effects have been observed after their oral administration.




