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CzY MOZNA UJARZMIC EWOLUCJE,
CZYLI SEOW KILKA O UKIERUNKOWANEJ
EWOLUCJI ENZYMOW

Ewa Kot, Katarzyna Kurpiewska, Maciej Szaleniec (Krakow)

Streszczenie

Ewolucja jest procesem, ktory przez miliardy lat doprowadzil do przeobrazenia prymitywnych komo-
rek pierwotnego zycia w caly niesamowicie skomplikowany i bioréznorodny ekosystem naszej planety.
W procesie ewolucji przeobrazeniom ulegly wszystkie komponenty budujace komoérki zywe, w tym row-
niez biatkowe enzymy przyspieszajace reakcje chemiczne. Obecnie enzymy coraz chetniej wykorzystujemy
w przemysle. Dzigki technikom biologii molekularnej i inzynierii genetycznej mozliwe stato si¢ ich modyfi-
kowanie, dzieki czemu uzyskujg one zdolno$¢ do katalizowania przemian chemicznych, ktore nie majg swo-
jego odpowiednika w organizmach zywych. W chwili obecnej jedng z bardziej obiecujacych metod takich
modyfikacji jest ukierunkowana ewolucja enzymdw. W uznaniu przelomowego znaczenia molekularnych
technik ewolucyjnych dla nauki, 3 pazdziernika 2018 roku Krélewska Szwedzka Akademia Nauk ogtosita
zwyciezcoOw tegorocznej Nagrody Nobla z Chemii. Nagrode, przyznang za ,,wykorzystanie mechanizmow
ewolucji”’, podzielono na dwie czgsci — pierwsza czgs$¢ przyznano pani Frances H. Arnold z Caltech w Ka-
lifornii, drugg zas Georgowi Smithowi z University of Missouri w stanie Kolumbia oraz Sir Gregorowi P.
Winterowi z MRC Laboratory of Molecular Biology w Cambridge w Wielkiej Brytanii. Metoda ukierunko-
wanej ewolucji enzymow rozwini¢ta przez profesor Arnold, pigtga kobiet¢ w historii uhonorowang Nagroda
Nobla, zostata przyblizona w niniejszym artykule.

Abstract

Evolution is a remarkable process which through billions of years led to the transformation of primitive
cells of the primordial life into the incredibly complex and biodiverse ecosystem of our planet. In the pro-
cess of evolution all components building a living cell underwent transformations, including also protein
enzymes which accelerate chemical reactions. Nowadays enzymes are increasingly more frequently applied in
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the industry. The molecular biology and genetic engineering provided necessary techniques that can introduce
structural alterations to enzymes. This in turn results with introduction of novel catalytic properties enabling
transformations of chemical molecules that have no equivalents in biochemistry. At present directed evolu-
tion of enzymes is one of more promising methods. In recognition to the scientific breakthrough instigated by
invention of the molecular evolutionary techniques at 3th of October 2018 the Royal Swedish Academy of
Sciences announced winners of the this year’s Nobel Prize of Chemicals. A prize was awarded for “harnessing
the power of evolution”, and was divided into two parts - the first one went to Frances H. Arnold from Caltech
in California, while the second jointly to George Smith from University of Missouri, Colombia, US and to
sir Gregory P. Winter from MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, GB. Professor Arnold is the
discoverer of “method of directed evolution of enzymes” and only the fifth woman in history honored with the

Nobel Prize. Her great achievement is the topic of this article.

Pierwsza czg$¢ tegorocznej Nagrody Nobla
w dziedzinie chemii zostala przyznana Frances
H. Arnold za metod¢ ukierunkowanej ewolucji. Me-
toda rozwinigta przez profesor Arnold, pigta kobiete
w historii uhonorowang Nagrodg Nobla, w ciggu ostat-
nich dwoch dekad dokonala przelomu w dziedzinie
przemystowego zastosowania enzymow. | wilasnie t¢
rewolucyjng metode przybliza niniejszy artykut.
Enzymy sa biatkami, ktére w organizmach zywych
odpowiedzialne sg za przyspieszanie i kontrolowanie
wigkszosci procesow chemicznych. Szersze omo-
wienie tematyki enzymoéw mozna znalez¢ w jednym
z poprzednich numeréw Wszech$wiata (Wszech-
Swiat, 2017, t. 118, strony 108—117). Obecnie sa
chetnie wykorzystywane w przemysle jako biokata-
lizatory reakcji chemicznych ze wzgledu na znacznie
wickszg wydajnos¢ i selektywnos¢ katalizowanych
przez nie przemian w stosunku do konwencjonalnie
wykorzystywanych katalizatoréw. Problem jednak
stanowi fakt, ze tylko niewielka czgs$¢ enzymow wy-
stepujacych w naturze posiada cechy, ktére umozli-
wiajg ich przemystowe wykorzystanie, np. odpornos¢
na wysoka temperaturg, obecnos¢ rozpuszczalnikow
organicznych czy tez mozliwo§¢ wykorzystania tej
samej porcji enzymu w kilku cyklach reakcji [9].
Bardzo czgsto chcemy rowniez wykorzysta¢ en-
zymy do katalizowania przemiany nietypowych
czasteczek chemicznych, ktore nie maja swojego
odpowiednika w organizmach zywych — niestety
naturalne enzymy takich czasteczek nie rozpozna-
ja! Najbardziej bezposrednim sposobem uzyskania
enzymow o pozadanych wlasciwosciach byloby tzw.
racjonalne przeprojektowanie biatek, czyli taka mo-
dyfikacja ich budowy na poziomie ich sekwencji ami-
nokwasowej, ktora pozwoli na uzyskanie pozadanych
cech. Do racjonalnego przeprojektowania niezb¢dna
jest jednak wiedza o zaleznos$ciach pomiedzy se-
kwencja aminokwasowa, zapisang w genach niosg-
cych informacj¢ o enzymie, a jego strukturg i wtasci-

wosciami katalitycznymi. Znajomo$¢ tych zalezno$ci
jest dostepna jedynie dla niewielkiego procenta en-
zymow, ktore moga by¢ uzyteczne w przemysle [7].
Rozwigzaniem jest zatem technika, ktéra pozwala
na modyfikacje bialek w pozadanym kierunku bez
znajomos$ci wspomnianych zaleznosci. Jedng z naj-
bardziej skutecznych technik wprowadzania takich
zmian jest wlasnie tytutowa ,,ukierunkowana ewolu-
cja enzymow”.

Od DNA do enzymu

Zanim przejdziemy do wyjasniania tajnikéw kie-
rowanej ewolucji enzymow, trzeba wyjasni¢ kilka
podstawowych poje¢ biologii molekularnej. Enzymy
sa biatkami, ktére w organizmach zywych odpowie-
dzialne sg za przyspieszanie i kontrolowanie wigkszo-
$ci procesow chemicznych. Centralny dogmat biolo-
gii molekularnej, czyli teoria, ktora zostata przyjeta
bezwarunkowo i nie podlega podwazeniu, zaktada,
ze biatka sg ostateczng fizyczng postacig informacji
zawartej w DNA (kwasie deoksyrybonukleinowym)
(Ryc. 1). Z grubsza mozna by to porowna¢ do wypie-
ku ciasta. Ciastko jest fizycznym odzwierciedleniem
informacji podanych w przepisie na jego wykonanie.
Genetyczny przepis na zycie zapisany w postaci DNA
jest zawarty we wszystkich organizmach na Ziemi
ijest on przekazywany pokoleniowo, czyli np. rodzi-
ce przekazuja materiat swoim dzieciom, dzieci wnu-
kom itd. W materiale sg zapisane mi¢dzy innymi takie
informacje jak np. kolor oczu czy wiosow. DNA ma
forme¢ dwoch nici, na ktoérych, niczym jak na tasmie
magnetycznej, zapisany jest przepis, jak wytworzy¢
wszystkie biatka potrzebne do budowy danej komor-
ki. Na kazdej z nici ,,zawieszone” sg 4 rodzaje cegie-
fek/liter kodu genetycznego, zwanych nukleotydami:
adenozyna, cytozyna, guanina i tymina. Nici DNA
splecione s3 ze sobg tworzac specyficzng spirale
okreslang mianem helisy. Cegielki zawieszone na obu
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niciach musza by¢ do siebie $cisle dopasowane, two-
rzac pary adenozyna - tymina oraz guanina - cytozyna.
Kolejnos¢ utozenia tych par nukleotydéw nazywana
jest sekwencja DNA. Powstanie biatka z informacji
zapisanych w DNA okresla si¢ mianem jego ekspresji,
a od DNA do biatka prowadza 2 podstawowe proce-
sy: transkrypcja i translacja.

W trakcie transkrypcji informacja zapisana na DNA
jest przepisywana na RNA (tzw. mRNA). RNA (kwas
rybonukleinowy) jest, w przeciwienstwie do DNA, jed-
noniciowy i zamiast tyminy w swoim zestawie gene-
tycznych liter wykorzystuje uracyl. W trakcie transkryp-
cji helisa DNA ulega chwilowemu rozpleceniu. Jedna
Z nici stanowi matrycg, czyli podstawe, na bazie ktorej

AGT
kodon seryny

W trakcie syntezy bialka nukleotydy RNA sa czyta-
ne trojkami, trzy zasady RNA koduja jeden aminokwas
w biatku. Taka trojke¢ zasad RNA okresla si¢ mianem
kodonu i mozemy ja sobie wyobrazi¢ jako pojedyn-
cze stowo w przepisie. Kodem genetycznym za$ na-
zywamy reguly tlumaczenia sekwencji nukleotydow
(i zbudowanych z nich stow-kodonow) w kwasie nu-
kleinowym (DNA czy tez RNA) na sekwencj¢ ami-
nokwasow w biatku. Mamy 61 mozliwych kodonow,
przy czym kazda trojka nukleotydéw moze kodowac
tylko jeden aminokwas. Po zakonczeniu translacji
powstaty peptyd (czyli fancuch aminokwasow) moze
by¢ poddany modyfikacjom, migdzy innymi moze
by¢ do niego dobudowywany inny peptyd, moze tez

G guanina v
A adenina Transkrypcja Translat:_ja mRNA
C cytozyna DNA do mRNA na polipeptyd
U uracyl nié DNA AGT ni¢. polipeptydu
nié MRNA TCU nm

Ryec. 1. Struktura DNA i schemat transkrypcji DNA na mRNA, a nastg¢pnie translacji mRNA na polipeptyd.

dobudowywana jest ni¢ RNA, ktorej nukleotydy two-
1z3 komplementarne potaczenia z nukleotydami na nici
DNA. I tak jesli na nici DNA mamy ciag adenina-gu-
anina-cytozyna-tymina-guanina, to komplementarna do
tego ni¢ RNA bedzie posiadata ciag uracyl-cytozyna-gu-
anina-adenina-cytozyna. Po przepisaniu calej sekwencji
z DNA na RNA helisa ponownie ulega spleceniu do
swojej pierwotnej formy, a RNA jest zaangazowane
w dalsze etapy produkc;ji biatka. Sekwencja cegietek/li-
ter w RNA jest przepisem na sekwencj¢ aminokwasow
w biatku w procesie okre$lonym mianem translacji.

zosta¢ przetransportowany do docelowego miejsca
w komorce, w ktorym to ma petni¢ nadane mu funkcje.
Jednym stlowem moze stanowi¢ element budulcowy
komorki, sta¢ si¢ czasteczka sygnalowa badz tez
przyjac role katalizatora konkretnego procesu, czyli
przyjac¢ forme¢ enzymu [2].

Ukierunkowana ewolucja enzymoéw

Ewoluowaé, od facinskiego evolvere, oznacza do-
stownie ,,rozwija¢ si¢”, ,,ujawnia¢ nieodkryte dotad
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mozliwosci” [8]. Od samego poczatku istnienia zy-
cia na Ziemi enzymy przechodza proces ciagtych
zmian pozwalajacy organizmom na adaptacje do
stale zmieniajacego sie $rodowiska. Zrédtem tych
zmian sg mutacje, ktére sa spowodowane przypad-
kowymi bledami, powstajacymi w czasie kopiowa-
nia DNA podczas podziatu komorek. Czynnikiem
selekcyjnym jest zdolno$¢ potomnego organizmu do
przezycia — jezeli wzrasta, dana mutacja ma szans¢
ulec propagacji (rozprzestrzenieniu si¢) w populacji.
Ukierunkowana ewolucja enzymow nie jest niczym
innym jak przeniesieniem procesow zachodzacych
w naturze do laboratorium i przyspieszeniem ma-
jacych nastgpi¢ zmian [11]. Pierwsze doniesienia
0 uzytecznos$ci tej metody pojawily si¢ w ostatnich
dekadach XX wieku. W 1984 roku Manfred Eigen
opublikowat prace teoretyczna, w ktorej opisat moz-
liwy schemat pracy majacy na celu skonstruowanie
,»maszyny ewolucyjnej” stuzacej do optymalizacji
juz istniejacych enzymow [6].

Strategia ukierunkowanej ewolucji opiera si¢ na
izolacji genu kodujacego dany enzym, a nastgpnie
jego kopiowaniu z wprowadzeniem pewnej zmien-
nosci na poziomie kodu genetycznego (czyli sprowo-
kowania mutacji) (Ryc. 2). W wyniku takiej podatnej
na mutacje metody powstaje bardzo wiele zmienio-
nych kopii oryginalnego genu. Wprowadzone zmiany
w genie skutkujg modyfikacja sekwencji aminokwaso-

bialko natywne
. losowa mutageneza
—
gen natywny e —
——
-

\ zmulowane geny

kolejna runda
ewolucji

o
v

ostateczny enzym

Ryec. 2. Schemat przedstawiajacy zasade kierowanej ewolucji enzymow.

wej biatka enzymatycznego stanowigcego przedmiot
zainteresowania, co z kolei prowadzi do zmian na pozio-
mie jego struktury i funkcji. Pozwala to na stworzenie
pewnego rodzaju biblioteki sekwencji kodujacych rozne
warianty tego samego enzymu. Odnoszac si¢ do porow-
nania z poczatku artykutu, do przepisu na ciasto zostaja
wprowadzone pewne modyfikacje, np. zamiast 100 gra-
mow maki pszennej mamy 130 gramow, zamiast 50 ml
mleka dodamy 70 ml albo odrobing $mietany itp. Mo-
dyfikacja nie pozostanie bez wptywu na strukturg ciast-
ka. Bedzie ono bardziej zbite poprzez zwigkszong ilos¢
maki, bardziej wilgotne poprzez dodanie wigkszej ilosci
mleka czy bardziej aromatyczne od $mietany, wszak
tluszcz zawarty w $mietanie jest no$nikiem smaku. Na-
lezy jednak podkresli¢, ze zmienno$¢ sekwencji biatek
w przypadku ukierunkowanej ewolucji jest losowa,
w przeciwienstwie do racjonalnego i ukierunkowa-
nego przeprojektowania, gdzie zmianie podlegaja
racjonalnie wybrane aminokwasy budujace biatko.
Oznacza to, ze w przypadku racjonalnego przeprojek-
towywania wiemy, ze chcemy dosta¢ ciastko bardziej
wilgotne, wigc zwigkszamy ilos¢ mleka, natomiast
w przypadku ukierunkowanej ewolucji tworzymy zbior
przepisow, w ktorych losowo zmieniamy ilos¢ sktad-
nikow tworzacych przepis i sprawdzamy, jak nowy
sktad wptywa na wyglad, struktur¢ oraz smak ciasta.
W dalszych etapach losowo zmienione sekwencje
DNA sa wprowadzane do komérek bakteryjnych badz

ekspresja enzymow lH
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i selekcja
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eukariotycznych. Komorki sg nastepnie hodowane ce-
lem sprawdzenia, czy np. nowy wariant enzymu nie
spowodowat destrukcyjnych zmian prowadzacych
przyktadowo do braku wzrostu takiej komorki. Komor-
ki, ktore przezyly, sa nastgpnie testowane pod wzgledem
ekspresji zmienionych sekwencji DNA, tak by spraw-
dzi¢ czy wprowadzone mutacje nie spowodowaly np.
zablokowania syntezy nowej formy enzymu. W etapie
koncowym uzyskujemy bibliotek¢ komorek, ktore po-
siadaja podlegajace ekspresji rézne warianty, tzw. mu-
tanty enzymu. Zbior komorek nazywamy biblioteka, bo
kazda z nich zawiera trochg inny przepis na nasz enzym.
Nastepnie wykonywany jest proces selekcji, prowadza-
cy do wytypowania organizmoéw posiadajacych enzym
o ulepszonych wtasciwosciach (np. poprzez zbadanie
odpornosci enzymu na wysoka temperature albo zdol-
nosci do katalizowania reakcji z nowym substratem).
Zidentyfikowanie tych wariantow genow, ktore koduja
“ulepszone” enzymy, pozwala na ich dalsze wykorzy-
stanie. Zwykle przeprowadza si¢ kolejne rundy losowe;j
mutagenezy i selekcji, ktore skutkuja nagromadzeniem
pozadanych cech w jednym organizmie [1].

Po okoto 10 latach od ukazania si¢ teoretycznego
artykutu Eigena (w 1993 roku) pojawila si¢ pierwsza
praca eksperymentalna autorstwa Frances H. Arnold,
w ktorej autorka opisata otrzymany przy pomocy
ukierunkowanej ewolucji zmodyfikowany wariant
enzymu subtylizyny E. Naturalna subtylizyna E jest
enzymem, ktory katalizuje reakcje hydrolizy biatek
wylacznie w wysoce zasadowym S$rodowisku. Mo-
wigc prosciej, enzym ten katalizuje rozcigcia zbu-
dowanego z aminokwasow lancucha peptydowego
w innych biatkach obecnych w komorce. Nalezy tez
doda¢, ze naturalna subtylizyna E nie wykazuje ak-
tywnosci katalitycznej w obecnosci rozpuszczalnikow
organicznych, co znacznie utrudnia jej zastosowanie
w syntezie organicznej. Po przeprowadzeniu kilku
cykli ukierunkowanej ewolucji Arnold otrzymata
nowy typ enzymu, ktory w obecnosci 60% dimetylo-
formamidu wykazuje 256-krotnie wyzsza aktywnos¢
w porownaniu do jego formy naturalnie wystepujacej
w $rodowisku [5, 9]. Arnold opracowata caly sche-
mat ukierunkowanej ewolucji, obejmujacy etapy
identyfikacji enzymu majacego podlega¢ temu pro-
cesowi, techniki wprowadzania losowych mutacji do
sekwencji enzymu, otrzymywanie bibliotek roznych
jego wariantow oraz dobor warunkow selekceji 1 wy-
bor najbardziej korzystnych form badanego enzymu.

Laboratoryjna ewolucja w stuzbie przemystu

Od tamtej pory naukowcy coraz chetniej korzystaja
z metod ukierunkowanej ewolucji, co zdecydowanie

poszerza wachlarz mozliwosci wykorzystania znanych
enzymow jako skutecznych biokatalizatorow. Na ca-
tym $wiecie z zastosowaniem tej metody od lat opra-
cowywane sg enzymy stanowigce wydajng i przyjazna
srodowisku alternatywe dla uzywanych do tej pory
katalizatorow. Warianty enzymow powstate w wyniku
ukierunkowanej ewolucji znalazty swoje zastosowanie
nie tylko w wielu dziedzinach przemystu (np. przemy-
sle spozywczym, tekstylnym, chemicznym czy biome-
dycznym), ale takze w gospodarstwie domowym (np.
enzymatyczne proszki do prania).

Dobrym przyktadem takich enzymow sa celulazy,
ktore znalazty zastosowanie zard6wno w przemysle
tekstylnym. jak i gospodarstwie domowym. Wyko-
rzystywane sg m.in. w koncowych etapach powsta-
wania dzinsu, do zmigkczania bawetny, czy tez w de-
tergentach jako sktadniki chroniace kolor. Celulazy
wykorzystywane jako skladnik detergentow powin-
ny charakteryzowac si¢ kompatybilnoscig z innymi
komponentami plynu czy proszku do prania, stabil-
no$cig termiczng i aktywnoscia w warunkach zasa-
dowych. Sangren ze wspotpracownikami poprawili
stabilno$¢ temperaturowa jednej z celulaz o 7,7°C,
czyli uzywajac detergentu zawierajacego ten enzym
mozliwe jest jego zastosowanie w wyzszej tempera-
turze namaczania czy tez prania [10].

Jednym z bardziej wspotczesnych wyzwan nauki
jest zrbwnowazona i przyjazna dla srodowiska pro-
dukcja biopaliw mogacych stanowi¢ alternatywe dla
paliw kopalnych. Dazy si¢ do wytwarzania gotowych
komponentéw paliwa lub czasteczek budulcowych,
z ktorych przemyst petrochemiczny moze paliwa zsyn-
tetyzowac z zastosowaniem surowcow odnawialnych.
Jednym z potencjalnych kandydatow do takiej roli jest
izobutanol, ktory moze zaréwno stanowi¢ dodatek do
benzyny, jak i zosta¢ przetworzony na krotkotancu-
chowe alkany. Izobutanol moze by¢ produkowany
na drodze biosyntezy z cukréw w rekombinowanych
(tzn. zmodyfikowanych genetycznie) komorkach
E. coli. Jednakze dwa enzymy szlaku zaangazowa-
nego w jego synteze¢ wymagaja obecnosci specyficz-
nego kofaktora, tzw. NADPH (fosforan dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego). Niestety glikoliza, ktora
jest naturalnym procesem towarzyszacym wzrostowi
bakterii, powoduje powstawanie duzych ilosci inne-
go kofaktora, NADH (dinukleotyd nikotynoamido-
adeninowy). Arnold i wspotpracownicy zastosowali
ukierunkowang ewolucje¢, by zmieni¢ zaleznos¢ obu
enzymow szlaku biosyntezy od NADPH na zalezno$¢
od NADH, co umozliwilo produkcje izobutanolu
w komorkach bakteryjnych [3].

Innym przyktadem zastosowania ukierunkowane;
ewolucji na pograniczu biotechnologii i biomedycyny
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jest opracowanie strategii znakowania zblizenio-
wego biatek (ang. proximity labeling). Znakowanie
zblizeniowe to jedna z technik analizy proteomicz-
nej biatek. Proteomika to gataz nauki, ktora zajmuje
si¢, mowigc najogodlniej, wszystkim co jest zwigzane
z biatkami, a co za tym idzie analizg struktury biatek,
pemionych przez nie funkcji, odkrywaniem zalezno-
$ci, jakie zachodza migdzy biatkami czy tez migdzy
biatkami a innymi elementami w komorce i organi-
zmie zywym. Technika znakowania zblizeniowego
umozliwia wglad w skomplikowane procesy zacho-
dzace w komorce. Jak jednak wlasciwie ona dziata?
Pierwszym krokiem jest genetyczne zmodyfikowa-
nie genéw badanego biatka (biatko A) w organizmie
zywym. Modyfikacja wytwarza tzw. biatko fuzyjne,
czyli ,,dokleja” do badanego biatka A specjalny en-
zym (E), ktory katalizuje reakcj¢ znakowania innych
biatek. W wyniku ekspresji powstatego biatka fuzyj-
nego (AE) w miejscu, gdzie normalnie w komorce
przebywa badane przez nas biatko A, rozpoczyna si¢
proces znakowania wszystkich innych bialek, ktore
zblizg si¢ na niewielka (nanometryczng) odlegtos¢ do
biatka fuzyjnego AE. W kolejnym kroku zaznaczone
przez enzym E biatka mozna tatwo wyizolowac z ko-
morki i zidentyfikowa¢. Dzigki tej technice mozemy
dowiedziec¢ sie, jakie biatka sa produkowane w orga-
nellach komorkowych lub okresli¢ z jakimi biatkami
oddzialuje sledzone przez badacza biatko A. Te in-
formacje mozna wykorzysta¢ do lepszego projekto-
wania lekow lub testow wykrywajacych choroby me-
taboliczne, w ktorych duze znaczenie maja enzymy
wystepujace w organizmie czlowieka.

W technice tej stosuje si¢ dwa enzymy zdolne do
znakowania biatek za pomocag biotyny — peroksydaze
askorbinianu wyizolowang z soi (zwana dalej
APEX?2) oraz ligaz¢ biotyny wyizolowang z E. coli
(zwana dalej BiolD). APEX2 jest enzymem, ktory
pozwala na bardzo szybkie znakowanie znajdujacych
si¢ w poblizu biatek, a co za tym idzie na identyfika-
cj¢ dynamicznych interakcji zachodzacych w zywych
komorkach. Niestety jego wykorzystanie wigze si¢
z konieczno$cia uzycia nadtlenku wodoru (wody
utlenionej). Odczynnik ten po pierwsze jest tok-

syczny, a po drugie trudny do dostarczenia do wne-
trza komorek bez ich uszkodzenia. Z kolei BiolD
jest atrakcyjnym enzymem ze wzgledu na prostote
znakowania oraz nietoksyczne warunki tego pro-
cesu. Niestety, w przeciwienstwie do APEX2, zna-
kowanie wykorzystujace BiolD wymaga znacznie
wigcej czasu, bo od 18 do 24 godzin, co komplet-
nie uniemozliwia obserwacje dynamicznych pro-
cesOw zachodzacych w komorkach. Brannon
1 wspotpracownicy opracowali dwa nowe warianty li-
gazy biotyny, tj. TurbolD oraz miniTurbo, dzigki kto-
rymudatosi¢skroci¢ proces znakowaniaz wielu godzin
do okoto 10 minut. Mozliwe stalo si¢ rowniez wyko-
rzystanie tego typu znakowania w komoérkach drozdzy
(a wiec w komorkach eukariotycznych, podobnych
do naszych), co wezesniej byto niemozliwe [4].

Ukierunkowana ewolucja stata si¢ takze pomy-
stem na biznes. Na $wiatowych rynkach istnieje kilka
firm, ktore specjalizuja si¢ w poprawianiu enzymow
juz wykorzystywanych w przemysle oraz tworzeniu
nowych biatek mogacych mie¢ w komercyjne zasto-
sowanie. Do takich firm zaliczy¢ mozna np. ATUM
Company, serwis GeneArt Directed Evolution, dzia-
fajacy pod firmg ThermoFischer Scientific, czy tez
Creative Enzymes [12—14].

Podsumowanie

Mingto prawie 35 lat od okrycia metody ukie-
runkowanej ewolucji enzymoéw. Chociaz metoda
ta pozwala dzi§ na tworzenie enzymow zdolnych
do jeszcze szybszego katalizowania reakcji czy tez
zmiany mozliwych warunkéw, w ktorych dana re-
akcja moze zachodzi¢, bez koniecznosci pelnego
zrozumienia zalezno$ci miedzy strukturg a funkcja
enzymu, wcigz jednak jest mndstwo miejsca na ko-
lejne odkrycia. Gdy dziennikarze zapytali profesor
Arnold, jakie ma rady dla osob, ktore daza do osia-
gnigcia wielkich rzeczy, odpowiedziata, ze najwaz-
niejsze, by lubi¢ to, nad czym si¢ pracuje, dzien
za dniem 1 by ryzykowaé, bo jeszcze nikt, kto osia-
gnat sukces, nie postepowat zgodnie z ,,przepisem”.
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NIEZWYKLE ENDOPASOZYTY - ROZLOGOWCE

Agnieszka Szataj, Wiadystawa Jankowska, Monika Zelazowska (Krakéw)

Streszczenie

Roztogowce (Rhizocephala) sa endopasozytniczymi skorupiakami morskimi z grupy wasonogow (Cirripe-
dia). Wyro6zniajg si¢ licznymi przystosowaniami do pasozytnictwa i niezwyktym cyklem zyciowym. Samica
zyje w jamie ciata innych skorupiakéw z rzgdu dziesigcionogow (Decapoda), jak np. krabow czy krewetek.
Jej dojrzata posta¢ w zaden sposdb nie przypomina znanych powszechnie skorupiakow. Sktada si¢ ona z sieci
rurek wnikajacych w narzady wewnetrzne zywiciela i czgsci rozrodezej znajdujacej si¢ na zewnatrz jego ciata.
Powoduje ona zahamowanie linienia swego zywiciela i moze przyczynia¢ si¢ do nieodwracalnej degeneracji
gonad jego samcow. W cyklu zyciowym pasozyta wystepuja larwy cyprysowe, ktore spetniaja role samcow
(sa to tzw. karlowate samce).

Abstract

Rhizocephalans are endoparasitic marine crustaceans in Cirripedia systematic group. They represent numer-
ous adaptations to parasitism and their life cycle is exceptional. Female lives in the body cavity of crustaceans
belonging to order Decapoda, such as the crabs and shrimps. The body of the matured female differs from that
in other crustaceans. It consists of tubes that invade internal organs of the host and of the external part which is
involved in the reproduction. Female affects (stops) molting of the host and may cause irreversible degenera-
tion of gonads in it males. In the life cycle the cyprises that play a role of males, the so-called dwarf males are
present.




