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OSVRTI

Nobelovu nagradu iz kemije za 2018. godinu podijelilo je 
troje znanstvenika, što se ustalilo kao uobičajena praksa 
u posljednjih desetak godina. Polovicu nagrade dobila je 

Frances H. Arnold s Caltecha za usmjerenu evoluciju enzima, a 
drugu polovicu 9 milijuna švedskih kruna podijelili su George P. 
Smith (University of Missoury Columbia) i Sir Gregory P. Winter 
(Cambridge), za tehniku prikaza peptida na površini faga (phage 
display). 

Zajedničko ovogodišnjim dobitnicima je primjena tehnika koje 
oponašaju evoluciju za razvoj proteina koji su rezultirali novim 
lijekovima, ali industrijski bitnim spojevima kao što su biogoriva.

Proteinsko inženjerstvo
Proteini su specijalizirani molekularni strojevi koji obavljaju 
mnoge poslove u organizmima svih živih bića – od transporta 
molekula u stanicu (proteinske pumpe), prevođenja i replikacije 
DNA, do katalize raznih kemijskih reakcija (enzimi) te brojnih 
drugih zadaća. Upute za sastavljanje proteina zovemo genima.1 
Proučavanje i modificiranje (inženjerstvo) proteina vrlo je kom-
plicirano – njihova struktura produkt je milijuna godina evolucije, 
a gradivni blokovi genskih uputa (parovi dušičnih baza u DNA 
ili RNA) i samih proteina (aminokiseline) vrlo su različiti. Jedna 
od glavnih preokupacija proteinske biokemije jest proučavanje 
rada proteina kroz istraživanje odnosa između njihove strukture 
i funkcije. Fundamentalno razumijevanje prirodnih sila i zakona 
koji određuju strukturu proteina i mehanizama enzimske katalize 
u konačnici bi nam omogućio – ili doživjelo svoju konačnu potvr-
du racionalnim (ciljanim) dizajnom bioloških makromolekula že-
ljenih svojstava ili katalitičke aktivnosti. I dok područje strukturne 
biologije i proteinske kristalografije nastavlja strahovit napredak 
(do danas je poznato preko 150 000 struktura makromolekula,2 a 
trenutačno revoluciju predvodi krio-elektronska mikroskopija za 
koju je 2017. godine dodijeljena Nobelova nagrada za kemiju), a 
metode računalne kemije omogućavaju in silico modeliranje mo-
lekulske dinamike proteina i razumijevanje reakcijskih mehani-
zama enzima, ciljani dizajn enzima željenih svojstava ili katali-
tičke aktivnosti još uvijek je izvan našeg domašaja. Predvidjeti 
koje aminokiseline zamijeniti u postojećem proteinu da bismo 
dobili nova, drugačija svojstva najčešće završava neuspjehom, 
jer je čak i uz današnje računalne resurse nemoguće istražiti sve 
kombinacije potencijalnih zamjena i predvidjeti složene utjecaje 
dugog dosega koje pojedine zamjene aminokiselina mogu imati 
na konformaciju proteina.

Umjesto racionalnog dizajna biokatalizatora željenih svojstava, 
ovogodišnja dobitnica Nobelove nagrade Frances H. Arnold od-
lučila se na radikalno drugačiji pristup: unošenje slučajnih, na-
sumičnih mutacija u proteine te takvo generiranje velikog broja 
njihovih varijanti sa slučajnim zamjenama aminokiselina, nakon 
čega slijedi probir onih varijanti koje pokazuju željena svojstva. 
Nakon probira novih, unaprijeđenih varijanti enzima, cijeli po-
stupak se ponavlja, kroz nekoliko rundi, s ciljem daljnjeg “pobolj-
šanja” ili optimizacije nove varijante proteina. Postupak je nadah-
nut i oponaša prirodnu evoluciju, ali budući da eksperimentator 
usmjerava proces prema željenom cilju ili svojstvu, nazivamo ga 
usmjerenom evolucijom proteina. Potvrda koncepta usmjerene 
evolucije proteina bio je dizajn enzima – proteaze subtilizina koji 
je bio 256 puta katalitički aktivniji u polarnom organskom otapa-
lu od svoje prirodne varijante.3

Na upuštanje u takvo područje, s obećanjima dizajna “proteina 
boljih od prirode”, u početku se gledalo s podsmijehom. Ovako 
Frances Arnold, u intervjuu iz 2014., opisuje svoj početak rada 
u području proteinskog inženjerstva: “Prije dvadeset pet godina, 
to je bilo na rubu znanosti. Znanstvenici to nisu radili. Gospoda 
to nisu radila. Ali ja sam inženjerka, i nisam gospodin, pa nisam 
imala problema s tim.”

No to ne znači da su dostignuća Frances Arnold i postupak usmje-
rene evolucije enzima odbacili ili obezvrijedili dotadašnja dosti-
gnuća s područja strukturne biologije i biokemije i razumijevanja 
proteinskih struktura. Upravo suprotno; proces je vođen pažlji-
vim odabirom polaznog enzima, pogodne strukture i svojstva, 
u svakom svojem segmentu je informiran i vođen dosadašnjim 
spoznajama u odabirom dijelova enzima koji će biti mutirani i 
sl., jer je nemoguće pretražiti, odnosno ispermutirati sve moguće 
položaje i kombinacije aminokiselina. Obje discipline zapravo 
profitiraju od svojeg međuodnosa i informacija o odnosu struktu-
re i svojstava koje dobivaju od druge discipline, te se međusobno 
nadopunjuju.

* Autor za dopisivanje: dr. sc. Igor Rončević,  
e-pošta: ironcevic@chem.pmf.hr 

** Tekst je prethodno objavljen u kraćem 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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Slika 1 – Dobitnici Nobelove nagrade za kemiju 2018.:  
George P. Smith, Frances H. Arnold i Sir Gregory P. Winter
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Pomoću tehnike usmjerene evolucije enzima čiji je F. Arnold pi-
onir, možemo doći do efikasnijih enzima (koji, na primjer, brže 
proizvode biogoriva) ili promijeniti njihovu funkciju, čineći ih ot-
pornijima na inhibitore (otrove) ili promijeniti raspon njihovog 
djelovanja na veći ili mali broj supstrata (smanjujući neželjene 
nuspojave). Ipak, najfascinantnije dostignuće 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 tročlanog ugljikova prstena,4 pri blagim uvjetima i uz visoko 
stereo- i enantiomernu specifičnost karakterističnu za biokataliza-
tore, što ih čini vrlo atraktivnima npr. u farmaceutskoj industriji. 
Postoje još brojni drugi primjeri kemijskih transformacija koji se 
u prirodi ne dešavaju, a za koje su usmjerenom evolucijom do-
biveni odgovarajući biokatalizatori.5 Trik u pozadini razvoja tako 
neobičnih enzima za reakcije koje se ne dešavaju u prirodi, u 
biološkim sustavima, jest da su prirodni enzimi često promiskui-
tetni – pored svoje prirodne reakcije, vrlo često posjeduju i slabu, 
rudimentarnu, gotovo kriptičnu aktivnost koja se mutacijama i se-
lekcijom može poboljšati i razviti u sasvim novi biokatalizator. Tu 
također vidimo sličnosti s prirodnom evolucijom: evolucija vrlo 
rijetko inovira sasvim nova rješenja, već mnogo češće postojeće 
komponente prenamjenjuje i prilagođava novim zadaćama.

Tehnika usmjerene evolucije enzima, prikazana na slici 2, temelji 
se na (1.) unošenju nasumičnih mutacija na genu koji se želi pro-
mijeniti. Zatim se tako mutirani geni ubacuju u “tvornice” (bakteri-
je), koje produciraju velike količine različitih varijanti enzima (2.). 
Ti enzimi se zatim testiraju (3.) kako bi se ustanovilo koja mutacija 
rezultira u traženim performansama – većina završava u smeću, a 
najefikasnije varijante vraćaju se na daljnje usavršavanje (4.).

Prikaz na površini faga (phage display) 
Ono što je Frances Arnold napravila za razvoj novih enzima 
usmjerenom evolucijom, George P. Smith i Sir Gregory P. Win-

ter napravili su za selekciju proteina s visokim afinitetom vezanja 
za željenu metu pomoću tehnike prikaza na površini faga (eng. 
phage display). Bakteriofagi su virusi koji napadaju (grč. φαγεῖν, 
proždirati) 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 nešto no-
vog genetskog materijala u fag (1.) i vidjeti kako će se to odraziti 
na strukturu glave. U tome je i uspio: peptid kodiran ubačenim 
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 površini faga. To je 
omogućilo testiranje velikog broja peptida izloženih na površi-
ni faga za vezanje na imobilizirano antitijelo (3.), te povezivanje 
fenotipa (peptid s visokim afinitetom vezanja) i genotipa (slijed 
DNA ubačen u genom faga koji taj peptid kodira) – “pecajući” 
bakteriofage imobiliziranim antitijelom. Time je razvijen sustav 
koji je omogućio probir peptida koji će se s visokim afinitetom ve-
zati na ciljanog partnera (antitijelo), te analizu i karakterizaciju što 
je tim peptidima zajedničko, odnosno određivanje determinanti 
zaslužnih za visoki afinitet vezanja (slika 3).

U raspravama o znanstvenim istraživanjima često se postavlja pi-
tanje konkretne primjene rezultata nekog istraživanja. Istina je 
da velika većina rezultata nema izravnu (široku) primjenu, već 
služi tek kao međukorak u idućim istraživanjima. 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) počinje ubacivanjem gena za an-
titijelo6 u DNA faga (1.). Budući da sada fag sastavlja antitijelo 
prema ubačenoj instrukciji, moguće je isprobati čitav niz različi-
tih antitijela, odnosno sastaviti čitavu zbirku različitih antitijela. 
Zatim, testira se djelotvornost vezanja antitijela na ciljnu (makro)
molekulu vezanu na pogodni nosač (2.), nakon čega slijedi probir 
onih s najvećim afinitetom vezanja. Visoka specifičnost antitijela 
prema ciljanoj meti omogućuje “pametno” djelovanje antitije-
la – na primjer, osigurava njihovo vezanje na tumorske stanice, 
ali i ignoriranje normalnih stanica. Zatim u priču ulazi usmjerena 
evolucija (3). – antitijela se tehnikom Frances Arnold poboljšavaju 
tako da im se povećava afinitet za ciljanog partnera, ali i specifič-
nost vezanja (4.). Velika prednost te metode je što omogućuje ra-
zvoj novih, terapeutskih, antitijela bez imunizacije laboratorijskih 
životinja i olakšava njihovu daljnju optimizaciju.

Slika 2 – Tehnika usmjerene evolucije enzima (Frances Arnold)

Slika 3 – Tehnika prikaza peptida na površini faga (George P. Smith)
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Primjenom te tehnike u posljednjih petnaestak godina razvijena 
su protutijela za borbu protiv artritisa, lupusa i raznih vrsta 
karcinoma, koja danas nalaze široku primjenu.7 Jednu od prvih 
uspješnih primjena takvih monoklonskih antitijela (nastalih klo-
niranjem iz najuspješnijeg kandidata) Sir Winter je komentirao 
ovako: “(razgovor s pacijenticom)… natjerao me na razmišljanje: 
Ta žena nije mogla učiniti ništa oko svoje bolesti. Međutim, kao 
znanstvenik, ja jesam mogao učiniti nešto – napraviti razliku.8”

George Smith za Associated Press ovako je komentirao vijest 
da je dobio nagradu: “Vrlo je mali broj velikih znanstvenih 
otkrića nov. Praktički sva nastaju tek nadgradnjom na pret-
hodna istraživanja. To (dobivanje nagrade, op.a.) je slučaj-
nost (happenstance). Tako je bilo i s mojim radom. Moja ide-
ja je pripadala liniji istraživanja koja se gradila vrlo prirodno 
na drugim, prethodnim istraživanjima.”

Za kraj, važno je istaknuti kako su ta otkrića kulminacija broj-
nih uspješnih, ali i manje uspješnih znanstvenih projekata i 
radova u kojima su sudjelovale stotine, ako ne i tisuće znan-
stvenika i liječnika. Oni su mapirali put, pronašli tjesnace 
koje valja istraživati i hridine kojih se treba kloniti, te na taj 
način omogućili tim nobelovcima da uz izvrsne ekipe, mno-
go truda i malo sreće pronađu luku sa (švedskim) blagom. 
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Dorotea Marčec, preddiplomski studij KIM, 
Marko Rukavina, diplomski studij PK i Mari-
ja Lukić, asistentica FKIT-a sudjelovali su na 
natjecanju PRINTCR3DIT Challenge 2018 u 
sklopu H2020 projekta PRINTCR3DIT – Pro-
cess Intensification through Adaptable Cata-
lytic Reactors made by 3D Printing.

Osvojili su 1. mjesto za milireaktor s prizma-
tičnim statičkim miješalima izrađen na 3D 

pisaču u kojem je provedena sinteza diben-
zilacetona.

Stručni žiri činile su renomirane tvrtke 
(ACM, Arkema, Biosynthis, Yara...), a kordi-
nator projekta H2020 je SINTEF, istraživački 
institut iz Norveške.

Certifikat im je uručen 20. rujna 2018. u Lan-
gesundu, Norveška, a kao nagradu osvojili su 
i 3D pisač.
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