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troje znanstvenika, sto se ustalilo kao uobicajena praksa

u posljednjih desetak godina. Polovicu nagrade dobila je
Frances H. Arnold s Caltecha za usmjerenu evoluciju enzima, a
drugu polovicu 9 milijuna 3vedskih kruna podijelili su George P.
Smith (University of Missoury Columbia) i Sir Gregory P. Winter
(Cambridge), za tehniku prikaza peptida na povrsini faga (phage
display).

N obelovu nagradu iz kemije za 2018. godinu podijelilo je

Zajednicko ovogodisnjim dobitnicima je primjena tehnika koje
oponasaju evoluciju za razvoj proteina koji su rezultirali novim
lijekovima, ali industrijski bitnim spojevima kao $to su biogoriva.

Proteinsko inzenjerstvo

Proteini su specijalizirani molekularni strojevi koji obavljaju
mnoge poslove u organizmima svih Zzivih bi¢a — od transporta
molekula u stanicu (proteinske pumpe), prevodenja i replikacije
DNA, do katalize raznih kemijskih reakcija (enzimi) te brojnih
drugih zadaca. Upute za sastavljanje proteina zovemo genima.'
Proucavanje i modificiranje (inZenjerstvo) proteina vrlo je kom-
plicirano — njihova struktura produkt je milijuna godina evolucije,
a gradivni blokovi genskih uputa (parovi dusi¢nih baza u DNA
ili RNA) i samih proteina (aminokiseline) vrlo su razlic¢iti. Jedna
od glavnih preokupacija proteinske biokemije jest proucavanije
rada proteina kroz istrazivanje odnosa izmedu njihove strukture
i funkcije. Fundamentalno razumijevanje prirodnih sila i zakona
koji odreduju strukturu proteina i mehanizama enzimske katalize
u konacnici bi nam omogudio — ili dozivjelo svoju kona¢nu potvr-
du racionalnim (ciljanim) dizajnom bioloskih makromolekula Ze-
lienih svojstava ili kataliticke aktivnosti. | dok podrucje strukturne
biologije i proteinske kristalografije nastavlja strahovit napredak
(do danas je poznato preko 150 000 struktura makromolekula,? a
trenutacno revoluciju predvodi krio-elektronska mikroskopija za
koju je 2017. godine dodijeljena Nobelova nagrada za kemiju), a
metode racunalne kemije omogucavaju in silico modeliranje mo-
lekulske dinamike proteina i razumijevanje reakcijskih mehani-
zama enzima, ciljani dizajn enzima Zzeljenih svojstava ili katali-
ticke aktivnosti jos uvijek je izvan naseg domasaja. Predvidjeti
koje aminokiseline zamijeniti u postojecem proteinu da bismo
dobili nova, drugacija svojstva najc¢esée zavrsava neuspjehom,
jer je ¢ak i uz danasnje racunalne resurse nemoguce istraziti sve
kombinacije potencijalnih zamjena i predvidjeti sloZzene utjecaje
dugog dosega koje pojedine zamjene aminokiselina mogu imati
na konformaciju proteina.

" Autor za dopisivanje: dr. sc. Igor Roncevi¢,

e-posta: ironcevic@chem.pmf.hr
" Tekst je prethodno objavljen u kracem obliku na portalu ideje.hr, gdje
je dostupan na poveznici: http://ideje.hr/oponasanje-evolucije-ja-sam-in-
zenjerka-nisam-gospodin-i-nisam-imala-problema-s-istrazivanjem-na-ru-
bu-znanosti-rekla-je-arnold/
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Nobelova nagrada iz kemije
za 2018. godinu: revolucija
uz pomoc evolucije™

Slika 1 — Dobitnici Nobelove nagrade za kemiju 2018.:
George P. Smith, Frances H. Arnold i Sir Gregory P Winter

Umijesto racionalnog dizajna biokatalizatora zeljenih svojstava,
ovogodisnja dobitnica Nobelove nagrade Frances H. Arnold od-
lucila se na radikalno drugaciji pristup: unosenje slucajnih, na-
sumicnih mutacija u proteine te takvo generiranje velikog broja
njihovih varijanti sa slu¢ajnim zamjenama aminokiselina, nakon
Cega slijedi probir onih varijanti koje pokazuju Zeljena svojstva.
Nakon probira novih, unaprijedenih varijanti enzima, cijeli po-
stupak se ponavlja, kroz nekoliko rundi, s ciljem daljnjeg “pobolj-
Sanja” ili optimizacije nove varijante proteina. Postupak je nadah-
nut i oponasa prirodnu evoluciju, ali buduci da eksperimentator
usmjerava proces prema zeljenom cilju ili svojstvu, nazivamo ga
usmjerenom evolucijom proteina. Potvrda koncepta usmjerene
evolucije proteina bio je dizajn enzima — proteaze subtilizina koji
je bio 256 puta kataliticki aktivniji u polarnom organskom otapa-
lu od svoje prirodne varijante.’

Na upustanje u takvo podrucje, s obecanjima dizajna “proteina
boljih od prirode”, u pocetku se gledalo s podsmijehom. Ovako
Frances Arnold, u intervjuu iz 2014., opisuje svoj pocetak rada
u podrucju proteinskog inzenjerstva: “Prije dvadeset pet godina,
to je bilo na rubu znanosti. Znanstvenici to nisu radili. Gospoda
to nisu radila. Ali ja sam inZenjerka, i nisam gospodin, pa nisam
imala problema s tim.”

No to ne znaci da su dostignuca Frances Arnold i postupak usmje-
rene evolucije enzima odbacili ili obezvrijedili dotadasnja dosti-
gnuca s podrudja strukturne biologije i biokemije i razumijevanja
proteinskih struktura. Upravo suprotno; proces je voden pazlji-
vim odabirom polaznog enzima, pogodne strukture i svojstva,
u svakom svojem segmentu je informiran i voden dosadasnjim
spoznajama u odabirom dijelova enzima koji ¢e biti mutirani i
sl., jer je nemoguce pretraziti, odnosno ispermutirati sve moguce
polozaje i kombinacije aminokiselina. Obje discipline zapravo
profitiraju od svojeg meduodnosa i informacija o odnosu struktu-
re i svojstava koje dobivaju od druge discipline, te se medusobno
nadopunjuju.
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Pomocu tehnike usmjerene evolucije enzima ¢iji je F. Arnold pi-
onir, mozemo dodi do efikasnijih enzima (koji, na primjer, brze
proizvode biogoriva) ili promijeniti njihovu funkciju, cine¢i ih ot-
pornijima na inhibitore (otrove) ili promijeniti raspon njihovog
djelovanja na vedi ili mali broj supstrata (smanjujuci nezeljene
nuspojave). Ipak, najfascinantnije dostignué¢e usmjerene evolu-
cije proteina je dizajn biokatalizatora za enzimske reakcije koje
se ne odvijaju u prirodi. Takva je na primjer ciklopropanacija,
odnosno adicija karbena na dvostruku vezu uz nastajanje nape-
tog troclanog ugljikova prstena,* pri blagim uvjetima i uz visoko
stereo- i enantiomernu specificnost karakteristicnu za biokataliza-
tore, Sto ih ¢ini vrlo atraktivnima npr. u farmaceutskoj industriji.
Postoje jo$ brojni drugi primjeri kemijskih transformacija koji se
u prirodi ne desavaju, a za koje su usmjerenom evolucijom do-
biveni odgovarajuéi biokatalizatori.® Trik u pozadini razvoja tako
neobicnih enzima za reakcije koje se ne desavaju u prirodi, u
bioloskim sustavima, jest da su prirodni enzimi cesto promiskui-
tetni — pored svoje prirodne reakcije, vrlo ¢esto posjeduju i slabu,
rudimentarnu, gotovo kripti¢nu aktivnost koja se mutacijama i se-
lekcijom moze poboljsati i razviti u sasvim novi biokatalizator. Tu
takoder vidimo sli¢nosti s prirodnom evolucijom: evolucija vrlo
rijetko inovira sasvim nova rjesenja, ve¢ mnogo ¢esce postojece
komponente prenamjenjuje i prilagodava novim zada¢ama.

Tehnika usmjerene evolucije enzima, prikazana na slici 2, temelji
se na (1.) unosenju nasumicnih mutacija na genu koji se zeli pro-
mijeniti. Zatim se tako mutirani geni ubacuju u “tvornice” (bakteri-
je), koje produciraju velike kolicine razlicitih varijanti enzima (2.).
Ti enzimi se zatim testiraju (3.) kako bi se ustanovilo koja mutacija
rezultira u trazenim performansama — vedina zavrsava u smecu, a
najefikasnije varijante vracaju se na daljnje usavravanje (4.).
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Slika 2 — Tehnika usmjerene evolucije enzima (Frances Arnold)

Prikaz na povrsini faga (phage display)

Ono $to je Frances Arnold napravila za razvoj novih enzima
usmjerenom evolucijom, George P. Smith i Sir Gregory P Win-
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ter napravili su za selekciju proteina s visokim afinitetom vezanja
za zeljenu metu pomocu tehnike prikaza na povrsini faga (eng.
phage display). Bakteriofagi su virusi koji napadaju (grc. goayetv,
prozdirati) bakterije, a tradicionalno su zanimljivi kao alternativa
antibioticima. Osnovni dio njihove strukture je proteinska “glava”
unutar koje se nalazi njihov relativno skroman genetski materijal.
George P Smith 1985. imao je genijalnu ideju — ubaciti nesto no-
vog genetskog materijala u fag (1.) i vidjeti kako ce se to odraziti
na strukturu glave. U tome je i uspio: peptid kodiran ubacenim
genetskim materijalom fag je ponosno prikazao na svojoj glavi
(2.), kao perjanicu na kacigi. Tako je nastala tehnika modifikacije
ovojnice faga, odnosno prikaza (peptida) na povrsini faga. To je
omogucilo testiranje velikog broja peptida izlozenih na povrsi-
ni faga za vezanje na imobilizirano antitijelo (3.), te povezivanje
fenotipa (peptid s visokim afinitetom vezanja) i genotipa (slijed
DNA ubacen u genom faga koji taj peptid kodira) — “pecajuci”
bakteriofage imobiliziranim antitijelom. Time je razvijen sustav
koji je omogucio probir peptida koji ¢e se s visokim afinitetom ve-
zati na ciljanog partnera (antitijelo), te analizu i karakterizaciju sto
je tim peptidima zajednicko, odnosno odredivanje determinanti
zasluznih za visoki afinitet vezanja (slika 3).
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Smith introduced a gene into The peptide produced Smith was able to fish out the

1 the gene for a protein in the 2 from the introduced gene 3 phage using an antibody
phage’s capsule. The phage ended up as part of the designed to attach to the peptide.
DNA was then inserted into capsule protein on the As a bonus, he got the gene for
bacteria that produced phages. surface of the phage. the peptide.
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Slika 3 — Tehnika prikaza peptida na povrsini faga (George P. Smith)

U raspravama o znanstvenim istrazivanjima Cesto se postavlja pi-
tanje konkretne primjene rezultata nekog istrazivanja. Istina je
da velika veéina rezultata nema izravnu (Siroku) primjenu, veé
sluzi tek kao medukorak u iducim istrazivanjima. Tako je Sir Gre-
gory Winter iskoristio ova dva prethodno opisana gradivna bloka
— usmjerenu evoluciju enzima i modifikaciju ovojnice faga — kako
bi dizajnirao nova antitijela.

Tehnika Sir Wintera (slika 4) pocinje ubacivanjem gena za an-
titijelo® u DNA faga (1.). Bududi da sada fag sastavlja antitijelo
prema ubacenoj instrukciji, moguce je isprobati citav niz razlici-
tih antitijela, odnosno sastaviti ¢itavu zbirku razli¢itih antitijela.
Zatim, testira se djelotvornost vezanja antitijela na ciljnu (makro)
molekulu vezanu na pogodni nosac (2.), nakon cega slijedi probir
onih s najvec¢im afinitetom vezanja. Visoka specifi¢nost antitijela
prema ciljanoj meti omogucuje “pametno” djelovanje antitije-
la — na primjer, osigurava njihovo vezanje na tumorske stanice,
ali i ignoriranje normalnih stanica. Zatim u pricu ulazi usmjerena
evolucija (3). — antitijela se tehnikom Frances Arnold poboljsavaju
tako da im se povecava afinitet za ciljanog partnera, ali i specific-
nost vezanja (4.). Velika prednost te metode je $to omogucuije ra-
zvoj novih, terapeutskih, antitijela bez imunizacije laboratorijskih
Zivotinja i olakSava njihovu daljnju optimizaciju.
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Slika 4 — Primjena usmjerene evolucije u razvoju novih antitijela
(Sir Gregory P. Winter)
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George Smith za Associated Press ovako je komentirao vijest
da je dobio nagradu: “Vrlo je mali broj velikih znanstvenih
otkrica nov. Prakticki sva nastaju tek nadgradnjom na pret-
hodna istrazivanja. To (dobivanje nagrade, op.a.) je slucaj-
nost (happenstance). Tako je bilo i s mojim radom. Moja ide-
ja je pripadala liniji istrazivanja koja se gradila vrlo prirodno
na drugim, prethodnim istrazivanjima.”

Za kraj, vazno je istaknuti kako su ta otkri¢a kulminacija broj-
nih uspjesnih, ali i manje uspjesnih znanstvenih projekata i
radova u kojima su sudjelovale stotine, ako ne i tisuce znan-
stvenika i lijecnika. Oni su mapirali put, pronasli tjesnace
koje valja istrazivati i hridine kojih se treba kloniti, te na taj
nacin omogudili tim nobelovcima da uz izvrsne ekipe, mno-
go truda i malo srece pronadu luku sa (Svedskim) blagom.
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Ta Zena nije mogla uciniti nista oko svoje bolesti. Medutim, kao
znanstvenik, ja jesam mogao uciniti nesto — napraviti razliku.®”
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be.com/watch?time_continue=81&v=QHzN19X5sk4.

USPJEH STUDENATA FKIT-a NA NATJECANJU PRINTCR3DIT Challenge 2018

Dorotea Marcec, preddiplomski studij KIM,
Marko Rukavina, diplomski studij PK i Mari-
ja Luki¢, asistentica FKIT-a sudjelovali su na
natjecanju PRINTCR3DIT Challenge 2018 u
sklopu H2020 projekta PRINTCR3DIT — Pro-
cess Intensification through Adaptable Cata-
Iytic Reactors made by 3D Printing.

Osvojili su 1. mjesto za milireaktor s prizma-
ticnim statickim mijesalima izraden na 3D

pisacu u kojem je provedena sinteza diben-
zilacetona.

Stru¢ni  ziri c¢inile su renomirane tvrtke
(ACM, Arkema, Biosynthis, Yara...), a kordi-
nator projekta H2020 je SINTEF, istrazivacki
institut iz Norveske.

Certifikat im je urucen 20. rujna 2018. u Lan-
gesundu, Norveska, a kao nagradu osvojili su
i 3D pisac.



https://www.wwpdb.org/stats/deposition
https://doi.org/10.1073/pnas.90.12.5618
https://doi.org/10.1073/pnas.90.12.5618
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2017.06.005
https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2018.10.004
https://www.karger.com/Article/FullText/479633
https://www.youtube.com/watch?time_continue=81&v=QHzN19X5sk4
https://www.youtube.com/watch?time_continue=81&v=QHzN19X5sk4



