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Summary

In this article, the special catalytic proteins-called abzymes and synzymes
are presented. Abzymes are defined as antibodies with catalytic properties.
Similarly, synzymes are semisynthetic amino acid copolymers, also having cata-
lytic properties. The production of these two kinds of catalytic proteins is dif-
ferent. Abzymes are made by the immunological methods using specific organic
haptens. Synzymes can be the products of, among others, mutagenesis and are
produced by genetic engineering. It has been also suggested that the products
of synzym hydrolysis could be a source of haptens for the production of
abzymes. In conclusion it was stated that a new specialization in biotechnology
could emerge. We called it “immunotechnology”. To these two groups of
immuno-products the plastic antibodies, which are the molecular imprinting of
determinants of the natural antibodies on polymer template, can be added. So,
they are completely synthetic products. They are characterised by strong chemi-
cal and physical stability under drastic environmental conditions.
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1. Wprowadzenie

Przenikanie sie Swiata naturalnych zjawisk biologicznych
z syntetycznie skonstruowanymi ich odwzorowaniami prowoku-
je do zaproponowania nowej terminologii. Do takiej na pewno
nalezy tytut tego artykutu, chociaz propozycja nie jest pozba-
wiona niepokoju. Zyjemy w epoce intensywnego rozwoju inzy-
nierii materiatowej i genetycznej oraz technologii siegajgcej ma-
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nipiilacji atomami (nanotechnologia) (1). Ten postep jest niezwykle obiecujacy dla
rozwoju biotechnologii i wybranych dzialtdw technologii chemicznej. Efektywnosc¢
tego postepu jest w gtéwnej mierze determinowana rozwojem enzymologii. jeszcze
do niedawna zrédiem enzymow byty surowce roslinne i zwierzece, a wyodrebnione
z nich enzymy stosowano wylgcznie w roztworach. W ostatnim dziesiecioteciu do-
konat sie duzy postep w wykorzystaniu enzyméw w produkcji zywnosci, Srodkéw
pioracych, lekéw, dzieki opanowaniu techniki unieruchamiania (immobilizacji) en-
zymow na nosnikach statych. Dalszy postep w technologii enzymoéw zmierzajacy do
stosowania reaktorow enzymatycznych z uktadami wieloenzymowymi podobnymi
do uktadéw wystepujacych w organizmach zywych, sktania do zwrdcenia wiekszej
uwagi na zjawisko mechanochemii enzymatycznej (2).

Zmiany drugo-, trzecio- i czwartorzedowej struktury czasteczki enzymu, pole-
gajg na przemieszczaniu sie w przestrzeni, czyli na ruchu mechanicznym grup ato-
moéw, wchodzacych w skiad tej czasteczki. Wykonywana jest przy tym praca mecha-
niczna, zrodtem ktorej jest energia swobodna, wydzielana podczas reakcji enzyma-
tycznej, ktéra moze by¢ wykorzystana dla chemicznego przeksztalcania substratu
w reakcji enzymatycznej. Takie podejscie do przebiegu reakcji enzymatycznej za-
chodzacej w roztworze nie wnosi nowych danych do glebszego poznania jej mecha-
nizmu. Jednakze, gdy czagsteczki enzymu wchodzg w sklad makroskopowej struktu-
ry komorki, to moze ona wykonywac¢ ruch mechaniczny dzieki swobodnej energii
chemicznej uwalnianej podczas reakcji enzymatycznej. Oznacza to, ze w struktu-
rach organizmu zywego, w ktérych zachodzg procesy mechanochemiczne musza
by¢ obecne enzymy. Trudno jest przeceni¢ role btony biologicznej w funkcji zycio-
wej komorki, dlatego warto sie tym przyktadem postuzy¢ dla zilustrowania procesu
mechanochemii enzymatycznej. Efektywne funkcjonowanie mitochondriéw zalezy
od przenikalnosci ich btony, ktéra zalezy od jej zdolnosci kurczenia sie i rozcigga-
nia. Zrédlem energii dla tego procesu jest ATP. Uwolnienie energii z ATP wymaga
obecnosci w btonie mitochondrialnej enzymu, ATP-azy, zdolnego uwolni¢ z niego
energie. Poniewaz wszystkie btony biologiczne ulegajg procesom kurczenia sie i roz-
ciggania, to powinny one zawiera¢ w swej budowie jednakowy zestaw podstawo-
wych biatek, a w szczegdlnosci biatek kurczliwych. Petniejsze poznanie struktur
i mechanizmdw funkcjonowania enzymoéw bton komérkowych pozwoli na konstruk-
cje efektywniejszych reaktoréw enzymatycznych. Z kolei mozliwos¢ zastosowania
inzynierii genetycznej do modyfikacji wkasciwosci enzymow daje szanse opracowa-
nia nowych niskoenergetycznych technologii produkcji zywnosci, lekéw, Srodkéw
higienicznych i biodegradowalnych opakowan spetniajgcych wymagania bezpieczen-
stwa ekosystemowego.
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2. Abzymy - przeciwciata katalityczne

Abzymy sg oryginalnym tworem mys$li ludzkiej, do produkcji ktérych wykorzy-
stano reakcje immunologiczna, bedacag zrédlem immunoglobulin (3,4). Abzymy, po-
dobnie jak enzymy, majg zdolnos¢ stabilizacji stanu przejsciowego reakcji, obnizajg
jej energie aktywacji i przyspieszajg ja nawet do miliona razy (13). W organizmie zy-
wym zadaniem przeciwciat jest specyficzna neutralizacja antygenéw infekcyjnych
(bakterii, wiruséw, pasozytéw) wnikajacych do wnetrza organizmu zwierzecia, czto-
wieka. Reakcja przeciwciato-antygen nie nalezy do reakcji enzymatycznych. Biorg
w niej udziat sity elektrostatyczne, wigzania wodorowe, oddziatywania hydrofobo-
we oraz sity van der Waalsa. Wiadomo, ze kataliza enzymatyczna opiera sie na
fgczeniu enzymu z substratem, ale jej efektem jest obnizenie energii aktywacji reak-
cji utatwiajgcej powstanie produktu. Réznica pomiedzy enzymem i przeciwcialem
polega na tym, ze enzym latwiej wigze sie z substratem, bedagcym w stanie wysoko-
energetycznym, podczas gdy przeciwcialo wigze sie z substratami niskoenergetycz-
nymi. Powodem tego jest prawdopodobnie fakt, ze w czgsteczkach biatek bedgcymi
antygenami mozna wyr6zni¢ dwa typy determinantéw antygenowych: sekwencyjne,
tj. okreslone liniowa sekwencja aminokwasowa oraz konformacyjne, zalezne od
struktury przestrzennej biatka. Mozliwe jest jednak otrzymanie przeciwciata o wtas-
ciwosciach enzymatycznych - abzymu dla kazdej reakcji chemicznej, nawet nie za-
chodzgcej w organizmie zyv"m. Wystarczajgcym warunkiem jest otrzymanie hapte-
nu o budowie chemicznej zblizonej do budowy jednego z wysokoenergetycznych
stan6w przejsciowych reakcji. Hapteny sa to niepelnowartosSciowe antygeny, a za-
tem substancje chemiczne same nie majace wlasciwosci immunogennych, ale uzy-
skujgce te wilasciwos¢ po zwigzaniu sie z czgsteczkg nosnikowa, np. biatkiem czy
inng substancjg wielkoczasteczkowa, np. polisacharydy.

Z badan katalizy enzymatycznej wynika, ze najlepszymi katalizatorami sg te, kto-
lych budowa przestrzenna i efektorowa jest komplementarna do standéw przejscio-
wych reakcji. MOwigc o budowie efektorowej enzymu trzeba pamietaé, ze aktyw-
no$¢ niektérych enzyméw jest modyfikowana przez centra allosteryczne, do kto-
rych moga przytacza¢ sie efektory allosteryczne zmieniajac efektywnos¢ dziatania
centrum aktywnego. Efektorami allosterycznymi moga by¢ zwigzki drobnoczgstecz-
kowe, ktérych specyficzne, niekowalencyjne zwigzanie z biatkiem (enzymem) wywo-
tuje, jak wspomniano, zmiane aktywnosci tego biatka, okreslang jako efekt alloste-
ryczny (rys. 1). Tak zatem dobry katalizator stabilizuje wysokoenergetyczne stany
reakcji. Wytworzenie przeciwciata zdolnego rozpoznaé stan przejsciowy wybranej
reakcji powinno zatem doprowadzi¢ do otrzymania jej biatkowego katalizatora.
Dlatego tez najtrudniejszym etapem konstrukcji takiego katalizatora jest zdefinio-
wanie budowy chemicznej czasteczki w stanie przejsciowym reakcji chemicznej.
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Rys. 1. Schemat budowy enzymu allosterycznego, ktérego aktywnos$¢ moze by¢ zmieniona poprzez
czasteczke taczaca sie z miejscem innym niz centrum aktywne, zwanym centrum allosterycznym; czesto
enzym aliosteryczny sklada sie z podjednostki katalitycznej (przeprowadzajacej reakcje) i podjednostki
regulatorowej (wplywajacej na sprawnos¢ tej pierwszej).

Przykladem ilustrujgcym relacje miedzy enzymem a abzymem moze by¢ reakcja
hydrolizy wigzania amidowego (peptydowego). Reakcja hydrolizy wigzania amido-
wego zachodzi z utworzeniem co najmniej jednego produktu posredniego, w kto-
rym atom wegla biorgcego udziat w reakcji przyjmuje konfiguracje tetraedryczna,
czyli taka, jaka wystepuje w weglowodorach nasyconych (rys. 2). Struktura produktu
posredniego reakcji enzymatycznej jest trudna do zdefiniowania, ze wzgledu na
krotki czas jej zycia i na to, ze w stanie tym nie obowigzuja przyjete reguty budowy
chemicznej trwatych zwigzkéw. Z tego wzgledu produktu posredniego reakcji enzy-
matycznej nie mozna wyodrebni¢. Mozna natomiast poszukiwaé zwigzkéw chemicz-
nych, ktére maja podobng budowe stereochemiczng do produktu posredniego.
Zwigzkiem podobnym do produktu posredniego reakcji hydrolizy wigzania amido-
wego (peptydowego) jest fosfonian, a wyprodukowane w stosunku do niego prze-
ciwcialo powinno by¢ zdolne katalizowa¢ hydrolize wigzania peptydowego, tzn.
mie¢ wtasciwosci abzymu. Fosfonian moze petni¢ dwie funkcje. W produkcji prze-
ciwciata katalitycznego - abzymu peini role haptenu, czyli niepeinego antygenu,
uzyskujacego wilasciwosci immunogenne dopiero po potaczeniu z nosnikiem, kt6-
rym moze by¢, np. czgsteczka biatka (rys. 3), takze moze petni¢ role inhibitora reak-
cji enzymatycznej, w ktérej wyprodukowany z jego udzialem abzym katalizuje dang
reakcje (5).

Przeciwciata katalityczne znalazly juz zastosowanie w badaniach dotyczacych
oznaczania kokainy (6). Metoda klasyczna z wykorzystaniem reakcji receptor-anta-
gonista sprawiata mnéstwo problemoéw ze wzgledu na tatwos¢ uzaleznienia, czy
przedawkowania podczas badan in vivo ze zwierzetami. By zapobiec temu zjawisku
nalezato wprowadzi¢ do organizmu substancje zdolng wigzac sie z kokaing i jg de-
gradowac, by nie dopusci¢ do przedostawania si¢ jej do centralnego uktadu nerwo-
wego. W celu otrzymania abzymu o odpowiednich wlasciwosciach wykorzystano
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Rys. 2. Poréwnanie enzymatycznej hydrolizy wigzania peptydowego za pomoca enzymu i abzymu.
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fosfonian + albumina = kompleks Immunoreaktywny
(hapten) + (biatko)

szczepienie

Rys. 3. Schemat postepowania w immunolo- o ].
gicznej metodzie otrzymywania abzymu. przeciwciato — abzym

technike produkcji enzymu z wybranych fragmentéw tancucha polipeptydowego
przeciwciat, wyprodukowanych wobec r6znych antegenéw. Najpierw zsyntetyzowa-
no analogii hydrolizatéw kokainy oraz ich benzoilowych estrow, ktérymi zaimmuni-
zowano myszy i uzyskano przeciwciata. Nastepnie z ich fragmentéw skonstruowano
abzym posiadajacy wlasciwosci wigzania sie z kokaing i jej degradowania do nietok-
sycznych produktéw. Ten przyktad dowodzi, ze abzymy bedg coraz czesciej wyko-
rzystywane w badaniach biotogicznych, oceny wartosci zywieniowej produktéw
spozywczych i in.

3. Synzymy - enzymy semisyntetyczne

juz pot wieku temu stwierdzono, ze kopolimery aminokwasowe o przypadkowej
sekwencji wykazujg aktywnos$¢ katalityczna, a nawet stereospecyficznos¢ w reak-
cjach hydrolizy estrow i amidéw (4,5). Synteza peptydéw zawierajacych lezace bli-
sko siebie aminokwasy, ktérych tancuchy boczne sa istotne dla procesu katalizy,
stanowi racjonalne rozwiniecie tej obserwacji. Wiadomo, ze wsréd enzymdéw prote-
olitycznych wystepuje kilka grup o zréznicowanej budowie centrum katalitycznego,
a zatem i o odmiennym mechanizmie dziatania. Najbardziej rozpowszechniona jest
grupa enzyméw serynowych, do ktérych nalezg m.in. enzymy soku trzustkowego:
trypsyna i chymotrypsyna. Enzymy te zawierajg w centrum katalitycznym seryne
(czesto zestryfikowang przez fosforan) oraz histydyne, jako dawce tadunku dodat-
niego (rys. 4).

Umieszczajgc zatem w jednym faricuchu peptydowym reszty seryny, histydyny
i kwasu asparaginowego, mozna oczekiwaé, ze otrzymany oligopeptyd zachowa
pewne cechy charakterystyczne dla chymotrypsyny i bedzie katalizatorem hydrolizy
wigzan estrowych i amidowych. W przeprowadzonych badaniach kinetycznych wy-
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Rys. 4. Otoczenie asparaginianu 194 i izoleucyny 16
w chymotrypsynie (motyw zaczerpnieto z (14)).

kazano, ze hydroliza octanu p-nitrofenylowego w obecnosci pentapeptydu
spetniajgcego te warunki zachodzi 25 razy szybciej niz hydroliza tego estru w obec-
nosci imidazolu. Roéwniez czagsteczki biatek sg zdolne katalizowac nietypowe reak-
cje chemiczne. Przykladem moga by¢ reakcje utleniania i redukcji katalizowane
przez albumine. Rola katalityczna albuminy w tych reakcjach polega na wigzaniu
substratéw i wytworzeniu chiralnego mikrosrodowiska, co powoduje, ze reakcja za-
chodzi stereospecyficznie. Albumina petni w tym przypadku role chiralnego roz-
puszczalnika (rys. 5).

Synzymy mozna produkowaé wykorzystujgc technike ukierunkowanej mutage-
nezy lub chemiczng modyfikacje biatka. Aby zastosowa¢ ukierunkowang mutagene-
ze do modyfikacji enzymu, konieczna jest znajomos¢ fragmentu DNA kodujgcego
dany enzym. Nastepnie wykorzystujac techniki inzynierii genetycznej mozna wy-
mieni¢ aminokwas w centrum aktywnym enzymu. Okazato sie, ze niewielka zmiana
w budowie enzymu powoduje zasadnicze zmiany jego wiasciwosci katalitycznych.
Na przyktad zastapienie, znajdujgcej sie w centrum aktywnym nukleazy ze Staphylo-
coccus, kwasu glutaminowego kwasem asparaginianowym powoduje 1300-krotny
spadek aktywnos$ci tego enzymu. Specyficzno$¢ substratowg enzymu mozna regulo-
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albumina wotowa

redukcja NaBH4

albumina wotowa

utlenianie NalO"

Rys. 5. Reakcja utleniania i redukcji zwiazkéw organicznych katalizowana przez albumine wolowa
za (5).

wac poprzez wymiane aminokwasu odpowiedzialnego za wigzanie badz katalize
okreslonego substratu, oraz przez zmiane hydrofobowosci centrum aktywnego en-
zymu. Jeszcze inne mozliwosci stwarza wymiana wybranego aminokwasu enzymu
na jego analog niebialkowy. Na przykiad wymiana histydyny na jej analog zawie-
rajacy pierscien pirazolowy moze doprowadzi¢ do znacznych zmian statych dysocja-
cji aminokwaséw w centrum aktywnym enzymu. Te efekty uzyskuje sie za pomocag
chemicznej modyfikacji biatka. Prezentujac synzymy mozna postawi¢ pytanie czy
moga one by¢ przypuszczalnym zrédtem antygendw do produkcji abzymow? Nie
przeprowadzono na razie prac doswiadczalnych z tego zakresu, jednakze z duzym
prawdopodobiennstwem mozna zalozy¢, ze takie eksperymenty w niedalekiej
przysztosci beda przeprowadzane, tym bardziej, ze teoretycznie, jak sie wydaje, sa
one bardzo prawdopodobne.

4. Przeciwciatla syntetyczne

Ostatnio obserwuje sie intensywny rozwdj badan majgcych na celu uzyskanie
syntetycznych przeciwciat zwanych plastic antibodies (7). W nazwie tej podkresla sie
niebiologiczny charakter tych przeciwciatl. Zasadg produkcji przeciwciata syntetycz-
nego jest molekularne odwzorowanie determinant naturalnego przeciwciata na ma-
trycy polimerowej (rys. 6). Poszczegodlne grupy funkcyjne rozmieszczone sg dookota
matrycy monomerowej i sg z hig zwigzane poprzez wigzania kowalencyjne lub nie-
kowalencyjne. Podczas procesu polimeryzacji odbywa sie ,zamrozenie” pozycji po-
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Rys. 6. Schemat otrzymywania przeciwciata syntetycznego na zasadzie odcisku molekularnego:
a) zasada samomontazu (samoorganizacji), b) zasada potaczenia kowalencyjnego [idea zaczerpnieta z (7)].

szczegoblnych determinant poprzez silne wigzania krzyzowe. POZnigjsze usuniecie
matrycy nosnej z makroporowego polimeru pozostawia puste nisze odpowiadajace
rozmiarem i ksztattem danej matrycy. Wewnatrz tak powstatych przestrzeni pozo-
stajg same grupy funkcyjne, gotowe do takich samych specyficznych potaczen jak
pierwotne przeciwciato. Efekt ten mozna osiggngé dwoma sposobami. W pierw-
szym z nich zdolne do polimeryzacji pochodne wzorcowej czasteczki sg kopolime-
ryzowane z poprzecznie sieciujgcymi monomerami (8). Otrzymane pochodne s sta-
bilizowane wigzaniami kowalencyjnymi pomiedzy matryca polimerowg i odpowied-
nimi polimeryzujgcymi monomerami. W celu usuniecia matrycy polimerowej i uwol-
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nienia miejsc wiazacych, wigzania kowalentne muszg by¢ chemicznie rozerwane,
a nastepnie odtworzone podczas wigzania odpowiedniej czasteczki. Przyktadowo
do tego celu uzywa sie estréow kwasu borowego, poniewaz mogg one by¢ rozrywane
i ponownie odtwarzane w relatywnie tagodnych warunkach reakcji. Inne podejscie
zaproponowane przez Mosbacha i wsp. (9) polega na tworzeniu przedpolimeryza-
cyjnego kompleksu pomiedzy monomerami zawierajacymi odpowiednie grupy funk-
cyjne i matrycg polimerowa stabilizowanego niekowalencyjnymi wigzaniami takimi
jak: interakcje jonowe lub wigzania wodorowe. W wyniku polimeryzacji grupy funk-
cjonalne sg utrzymywane w stabilnej pozycji przez sie¢ polimerowg, podczas gdy
matryca moze by¢ fatwo usunieta przez ekstrakcje rozpuszczalnikiem. Wigzanie
~antygenu” do tego polimeru odbywa sie réwniez za pomocg niekowalencyjnych in-
terakcji. Molekularnie odwzorowane przeciwciala z jednej strony bardzo réznig sie
od tradycyjnych przeciwciat, z drugiej za$ stanowig ich wierne kopie. Czagsteczki
przeciwciat syntetycznych sg wieksze niz czgsteczki przeciwciat tradycyjnych, po-
nadto charakteryzujg sie sztywng budowag i sg nierozpuszczalne w roztworach wod-
nych. Do gtéwnych ich zalet zalicza sie odporno$¢ na wysokg temperature i dzia-
tania mechaniczne, a takze tatwos¢ wigzania sie z rozpuszczalnikami organicznymi,
jednoczesnie zachowujg najwazniejszg ceche, specyficzne wigzanie Scisle okreslo-
nych czasteczek. Duza selektywnos$¢ przeciwciat syntetycznych, uzyskanych w wyni-
ku molekularego odwzorowania, w stosunku do substratow jest jedng z ich podsta-
wowych cech. Umieszczone w matrycy grupy funkcyjne sprawiajg, ze uzyskany w ten
sposo6b produkt posiada cechy wiasciwe dla enzyméw. Produkty takie zwane sg pla-
styzymami, czyli syntetycznymi polimerami imitujgcymi enzym (10).

Przeciwciata syntetyczne nie moga by¢ stosowane w takich analizach, gdzie uzy-
wa sie roztworu przeciwcial, tak jak np. immunodyfuzja, immunoelektroforeza, im-
munoblotting czy immunofluorescencja. W analizach za$ bazujgcych na przeciw-
ciatach immobilizowanych, tak jak ma to miejsce w chromatografii immunopowino-
wactwa, analizach immunometrycznych, immunosensorach, elektrochromatografii
kapilarnej i elektroforezie kapilarnej, przeciwciata syntetyczne sa rzeczywistag alter-
natywg w stosunku do tradycyjnych przeciwciat (11). Przeciwciala syntetyczne znaj-
dujg zastosowanie w konstrukcji biosensoréw. Wiele aktualnie projektowanych sen-
soréw stuzacych do monitorowania Srodowiska, analiz prowadzonych w pracow-
niach biomedycznych i laboratoriach kontroli jakosci zywnosci, wykonuje sie w o-
parciu na reakcji analitu z odpowiednim przeciwcialem lub enzymem jako czujni-
kiem. System odwzorowania makromolekut jest w takim przypadku bardzo korzyst-
ny ze wzgledu na wysoka specyficznos¢, stabilnos¢ materiatu uzytego do jego budo-
wy, a takze chemiczng i fizyczng stabilnos¢ utrzymujacg sie nawet w bardzo dra-
stycznych warunkach Srodowiska.

Aktualnie gtébwnym celem nowoczesnej technologii produkcji syntetycznych prze-
ciwciat jest wyprodukowanie przeciwciata o cechach homogennych, podobnego do
przeciwciat monoklonalnych. Zainteresowanie produkcjg przeciwciat syntetycznych
wykazuje przede wszystkim przemyst farmaceutyczny. Moga one réwniez odegraé
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znaczgcg role w analizie zywnosci opartej na biosensorach. Badania zatem bedag naj-
prawdopodobniej skierowane na uzyskanie komercyjnego produktu w wyniku mo-
lekularnego odwzorowania. Przyktadem wykorzystania przeciwciat syntetycznych
sg prace badawcze nad inhibitorami fosfodiesterazy i enzyméw syntetyzujgcych
17-(3-estradiol (12),

5. Podsumowanie

Rozwdj wspotczesnej biotechnologii, szczegolnie w zakresie enzymologii, do-
prowadzit do powstania nowej specjalnosci, ktérg wstepnie mozna nazwac ,immu-
notechnologia”. Bardzo prawdopodobne jest, jak sie wydaje, ze niektére procesy
wykorzystywane w produkcji zywnosci, lekéw, opakowan i innych produktéw beda
w niedalekiej przysziosci przeprowadzane z uzyciem abzymow i synzyméw. Nie-
watpliwy postep w tej dziedzinie nauki wskazuje, ze warto ten dziat wiedzy studio-
wac i tworzy¢ warunki do wykorzystania jej w praktyce. Do grupy nowych zwigzkéw
nalezy réwniez dotaczy¢ przeciwciata syntetyczne stanowigce molekularne odwzo-
rowanie determinant naturalnego przeciwciata na matrycy polimerowej, charaktery-
zujgce sie duzg chemiczna i fizyczng stabilnoscig w drastycznych warunkach srodo-
wiska.
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