102 Nobelove nagrade za leto 2018 < (Po)mo¢ evolucije. Nobelova nagrada za kemijo

Proteus 81/3 » November 2018

(Po)mo¢ evolucije

Nobelova nagrada za kemijo

Miha Pavsi¢

Nobelovo nagrado za kemijo za leto 2018
so prejeli Frances H. Arnold za usmerjeno
evolucijo encimov ter George P. Smith in
Gregory P. Winter za predstavitev peptidov
in protiteles na fagu, skupni imenovalec nji-
hovega prispevka k dobrobiti ¢lovestva pa
je uporaba evolucijskega pristopa za razvoj
proteinov z Zelenimi lastnostmi.

Na Zemlji se je v milijonih letih razvilo
pestro Zivljenje, vsak organizem pa vsebuje
prav zanj specifi¢no zbirko proteinov, ki z
opravljanjem najrazli¢nejsih funkcij omogo-
¢ajo prenos in izrazanje dednih informacij,
zapisanih v obliki nukleinskih kislin (najpo-
gosteje DNA). Nukleinske kisline so precej
dobra shramba dednih informacij, a te niso
velne - prihaja do sprememb v zaporedju
nukleotidov (mutacij), od katerih jih ve¢ino

popravljalni mehanizmi popravijo, druge pa
ostanejo. Od teh so nekatere skodljive (lah-
ko vodijo tudi do razvoja raka), nekatere so
nevtralne, spet tretje pa lahko konéni pro-
izvod mutiranega gena, na primer protein,
popolnoma naklju¢no »izboljsajo«. Tako
spremenjeni protein organizmu, ki ga vse-
buje, prinasa neko prednost v neprestanem
boju za prezivetje, mutacija, odgovorna za
to, pa se ohrani in se lahko celo razsiri v
ve¢jem delu populacije. Ta dva vidika, zmo-
znost spremembe dedne zasnove in izbor
zaradi pritiska okolja, sta klju¢ do evolucije
in hkrati kljuéna vidika raziskav leto$njih
Nobelovih nagrajencev.

Evolucija je moé¢nejsa od ¢loveskega uma
Z razvozlanjem genskega koda (Nirenberg,
Khorana, Holley in sodelavci, Nobelova

Z leve: Francis H. Arnold, dobitnica polovice Nobelove nagrade, ter George P. Smith in Gregory P. Winter, ki si delita
drugo polovico nagrade. Viri fotografij: CalTech (Arnold), Mizzou (Smith) in Wikipedia (Winter).
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nagrada za leto 1968), to je povezave med
zaporedjem nukleotidov nekega gena in za-
poredjem aminokislinskih ostankov protei-
na, ki je proizvod tega gena, so raziskovalci
dobili (vsaj teoreti¢no) moznost, da proteine
spremenijo po svoji Zelji. Pogosto je namre¢
dovolj Ze sprememba enega nukleotida (A,
T, G ali C) v drugega in triplet nukleotidov
z vne$eno spremembo se izrazi kot zame-
njava aminokislinskega ostanka iz nabora
dvajsetih. Cev proteinskem genu na primer
spremenimo zapis iz AGG v TGG, se na
ustreznem mestu v proteinu namesto argini-
na s pozitivno nabito stransko skupino po-
javi triptofan, aminokislina z veliko hidro-
fobno stransko skupino. Taks$na sprememba
lahko bistveno vpliva na obstojnost in funk-
cionalnost proteina, a je dejanski uéinek
zaradi izredne kompleksnosti proteinskih
molekul Se danes tezko natanéno predvideti.
Proteini so namre¢ lahko sestavljeni iz ve¢
kot tiso¢ aminokislinskih ostankov, naniza-
nih v verigo, ki se zaradi ogromnega $tevila
interakcij med posameznimi gradniki zvije
v tridimenzionalno strukturo, ta pa dolo-
¢a funkcijo, obstojnost in ostale lastnosti
proteina. Ce je vneSenih sprememb veg, je
naloga napovedati lastnost proteina Se tezja,
sploh tezko pa je narediti obratno - zami-
sliti si protein z Zelenimi lastnostmi in nato
nalrtati ustrezno zaporedje aminokislinskih
ostankov in s tem doloditi tudi zaporedje
nukleotidov, ki bo nosilo zapis za tak pro-
tein. Velikopotezni pristop k resitvi tega
problema bi bil posnemanje narave - pri-
prava kopice razli¢ic nekega proteina, ki se
nakljuéno nekoliko razlikujejo v zaporedju
aminokislinskih ostankov, in izbor najboljse
razli¢ice z Zeleno lastnostjo.

Tukaj bi lahko rekli, da ima narava ¢as, da s
pocasnimi spremembami dednega zapisa in
izborom preizkusi neznansko $tevilo kom-
binacij aminokislinskih ostankov, ljudem pa
se nekoliko bolj mudi. Proces spreminjanja
in izbora je tako treba pospesiti in prav to
je uspelo Frances H. Arnold. Leta 1993 si
je zadala nalogo, da spremeni proteoliti¢ni

encim subtilizin E tako, da bo deloval v ne-
naravnih razmerah - namesto v vodni raz-
topini bo sposoben cepiti druge proteine v
Sestdesetodstotni raztopini organskega topila
dimetilformamida (DMF).

Darwinovi principi v - epruveti!

Prva stopnja v procesu evolucije je vnos mu-
tacij oziroma raznolikosti - diverzifikaci-
ja. Skupina profesorice Arnold je to storila
z verizno reakcijo s polimerazo (PCR), ki
omogoca pomnozevanje fragmenta DNA, v
njenem primeru gena za subtilizin E (slika
1). PCR sicer omogoca precej natanéno po-
mnozevanje, ob posebej izbranih razmerah
pa je stopnja vnosa napak pri pomnozeva-
nju (vkljuéitev nekega nukleotida namesto
drugega) nekoliko vedja - temu reCemo po-
mnozevanje, podvrzeno napakam. Tako so
v epruveti v samo nekaj urah pridobili mili-
jone kopij gena za subtilizin E, ki pa so se
med seboj razlikovale v naklju¢no vnesenih
mutacijah. A katera izmed teh mutiranih
kopij je tista, ki nosi zapis za subtilizin z
zeleno lastnostjo? To so resili v drugem ko-
raku, v procesu izbora.

Fragmente DNA - mutirane gene za sub-
tilizin - so vstavili v prenasalno molekulo
DNA (plazmid), to pa vnesli v bakterijske
celice. Vsaka od teh celic je sprejela samo
po en plazmid, ki je vseboval le eno raz-
li¢ico gena za subtilizin. Zmes bakterij so
dovolj na redko razmazali na agarno plosco
in iz vsake celice, ki je sprejela plazmid, je
zrasla kolonija, sestavljena iz genetsko ena-
kih bakterij - klonov. Bakterije so izrazale
vnes$eni gen za subtilizin in slednjega spro-
§¢ale na agarno plosco. In tu se je pojavil
Se selekcijski pritisk - agarne plosce so vse-
bovale ¢ DMF in mleé¢ni protein kazein,
ki je primeren substrat za subtilizin. Okoli
bakterijskih kolonij, ki so vsebovale gen za
subtilizin, nakljuéno spremenjen tako, da je
bil mutirani subtilizin u¢inkovit v DMF, se
je pojavil halo - svetla okrogla lisa kot po-
sledica razgradnje kazeina. Ve¢ji kot je bil
halo, bolj ulinkovit je bil subtilizin. Na ta
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nadin je profesorica Arnold in njena skupina
v samo nekaj dnevih po §tirih ponovljenih
ciklih, vsaki¢ z vi§jo koncentracijo DMF,
dobila subtilizin E, ki je bil 265-krat bolj
ucinkovit pri razgradnji kazeina v raztopini
DMF kot izhodna oblika tega encima. To
je kljuen dosezek pri uporabi evolucijskega
pristopa za razvoj encimov/proteinov z Zele-
nimi lastnostmi, hkrati pa ta briljantni pri-

stop vsebuje Se nekaj - lastnost je povezana
z zapisom zanjo! Iz bakterij, ki so izlocale
najbolj$o razli¢ico subtilizina, lahko namre¢
osamimo plazmid in s sekvenciranjem do-
lo¢imo zaporedje nukleotidov v genu zanj
ter tako pridemo do mutacij samih. Tako je
ekipa profesorice Arnold ugotovila, da je v
izbolj$ani razli¢ici subtilizina E v primerjavi
z izhodnim encimom prisotnih deset muta-

Slika 1: Pristop skupine profesorice Arnold pri pripravi subtilizina E, ki je bolj ucinkovit pri razgradnji kazeinskega
substrata v raztopini organskega topila DMF kot izhodni subtilizin. Kljucna koraka, ki posnemata proces evolucije v
naravi, sta vnos mutacij (diverzifikacija) in izbor najboljse razlicice mutiranega gena (selekcija oziroma izbor). Zaradi

Jasnosti proine slike niso v realnem velikostnem razmerju.
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cij, vpliva niti ene od njih pa ni bilo mo¢
predvideti vnaprej.

Proces diverzifikacije je pomembno izboljsa-
la skupina Willema P. C. Stemmerja, ki je
vanj vkljucila preurejanje segmentov DNA,
podobno, kot se to zgodi pri spolnem raz-
mnozevanju. S tem so deloma resili prak-
ti¢ni problem kombinatorike, saj je delo z
ogromnim §tevilom posameznih razlidic
bilo s takratnimi metodami neobvladljivo.
Novi pristop, prvi¢ opisan leta 1994, temelji
na nakljuéni fragmentaciji razli¢ic gena in
ponovnemu zdruzevanju nastalih fragmen-
tov. Omogocil je propagiranje mutacij, po-
vezanih z Zeleno lastnostjo, ob hkratnem
vzdrzevanju knjiznice DNA na obvladljivi
velikosti.

Zeleno obarvana kemija

Po dokazu, da osnovni pristop deluje, se je
profesorica Arnold s sodelavci na podoben
naéin uspes$no lotila sorodnih nalog, prav
tako povezanih z izbolj$anjem delovanja
encimov v Zelenih razmerah, pa tudi z ra-
zvojem encimov, ki katalizirajo popolnoma
drugacne reakcije kot izvorni encimi. Raz-
vili so na primer razli¢ico citokroma P450,
ki katalizira ciklopropanacijo stirena z etil-
-diazoacetatom, reakcije, ki v naravi z en-
cimsko pomod¢jo sploh ne poteka, v obicaj-
ni kemiji pa so zanjo potrebne kompleksne
spojine kot katalizatorji (primer so rutenijevi
kompleksi s fosfinskimi ligandi). Spet drug
primer je mutacija dveh bakterijskih enci-
mov in s tem celotne biosintezne poti do te
mere, da lahko tako spremenjena ¢revesna
bakterija Escherichia coli iz nekaterih organ-
skih odpadkov sintetizira 2-metilpropano-1-
-ol, ki je eden od kandidatov za biogoriva
prihodnosti. Spremenjeni encimi omogocajo
tudi uéinkovito in okolju prijazno proizvo-
dnjo zdravilnih uinkovin, pri teh procesih
pa je pogosto pomembna visoka enantiose-
lektivnost - in encimi so tu vsekakor zma-
govalci. Morda velja omeniti Se primer iz
domacega okolja - veliko praskov, s katerimi
peremo oblacila, vsebuje proteoliti¢ne enci-

me, ki pomagajo pri odstranjevanju protein-
skih madezev, z evolucijskim pristopom pa
so bili spremenjeni tako, da dobro delujejo
pri vis§ji temperaturi in vrednosti pH - ta-
kih, kot so v pralnem stroju.

Virusi kot orodje

Ze pristop, ki ga je ubrala profesorica Ar-
nold in njena ekipa, je genotip (zaporedje
nukleotidov v genu) enoznaéno povezoval s
fenotipom (Zeleno lastnostjo proteina), Ge-
orge P. Smith pa je leta 1985 opisal tehno-
logijo, ki je omogo¢ila izredno poenostavi-
tev postopka izbora in hkrati odprla vrata
do razvoja proteinov, ki mo¢no vezejo neki
drugi protein ali obi¢ajno kemijsko spojino
- ta metoda se imenuje predstavitev na bak-
teriofagu.

Bakteriofagi, kratko fagi, so virusi, ki oku-
Zijo bakterije. Njithov dedni material je ob-
dan s plas¢em, ki ga sestavlja ve¢ proteinov,
zakodiranih v virusnem genomu. Profesor
Smith in njegova skupina je v gen za enega
izmed proteinov plaséa (protein III) vstavi-
la zapis za kratek peptidni fragment, kar je
omogocilo, da se je ta peptid izrazil na po-
vrdini faga v obliki zlitega (fuzijskega) pro-
teina s proteinom III. Tako so dosegli novo,
enoznacno in izredno funkcionalno obliko
povezave med genotipom in fenotipom, saj
je fag, ki je na povr§ini izrazal neki peptid,
vseboval zapis DNA za natanéno ta peptid.
Idejo so preizkusili na enostavnem primeru
(slika 2) - kako iz mnozice peptidov poi-
skati tistega, ki ga prepozna neko protitelo?
Pripravili so knjiznico fagov, ki so vsebovali
zapise za diverzificirane oblike 57 aminoki-
slinskih ostankov dolgega fragmenta prote-
ina, proti kateremu so imeli Ze pripravljeno
protitelo, in zmes fagov pomesali s temi
protitelesi, pritrjenimi na drobne kroglice.
Fagi s peptidom, pritrjenim na povrsino, ki
ga prepozna protitelo, so se preko peptida
vezali na kroglice, ostale pa so sprali in za-
vrgli. Vezane fage so eluirali s spremembo
pH, pomnozili v bakterijah in postopek iz-
bora ponovili. Ze v prvem ciklu so dosegli
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diverzificirana knjiZica bakteriofagov
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Slika 2: Osnovni koraki skupine profesorja Smitha od knjiznice raznolikih peptidov, predstavijenih na bakteriofagih,
do izbora tistih peptidov, ki jih specificno prepozna neko protitelo. Pri tem bakteriofag predstavija prenasalno DNA
in hkrati neposredno povezavo med genotipom (zaporedjem nukleotidov) in fenotipom (aminokislinskim zaporedjem
peptida). Zaradi jasnosti proine slike niso v realnem velikostnem razmerju.

vec kot tisockratno obogatitev knjiznice fa-
gov s peptidom, ki ga protitelo specifi¢no
prepozna, ponovljeni cikli pa so stopnjo
obogatitve le se povecali. To je osnovni pri-
stop, ki je kasneje omogocil identifikacijo
epitopov, kratkih peptidnih segmentov, ki
jih specifi¢no prepoznajo protitelesa, pripra-
vljena z imunizacijo misi.

Do protiteles brez imunizacije

Ekipa, ki jo je vodil Gregory P. Winter, je
tehnologijo profesorja Smitha Ze leta 1990
obrnila na glavo. Njihova ideja je bila, da bi
peptidni antigen, proti kateremu Zelijo pro-
titelesa, namesto protiteles pritrdili na kro-
glice, sama protitelesa pa na povrsino fagov
preko zlitja s proteinom III (slika 3). Pri
tem zaradi kompleksne zgradbe niso upora-
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bili celotnih protiteles, ampak zgolj tiste re-
gije, ki so odlo¢ilne za vezavo antigena. Na
ta nacin so z uporabo kombinacijske knji-
znice z diverzificiranimi zapisi za antigen-
-vezavne regije protiteles (tudi ved kot 1014
variant zapisov!) in afinitetnim presejanjem
uspeli pripraviti protitelesa, ki so specifi¢no
prepoznala HER2 (receptor za ¢loveski ra-
stni faktor 2), ta pa je izrednega klini¢nega
pomena zaradi vpletenosti v razvoj raka na
dojki.

Kasneje so raziskovalne skupine po svetu
razvile ve¢ razlidic tega osnovnega postopka,
vsem pa je skupno to, da ni potrebe po imu-
nizaciji zivali, s tem pa se hkrati izognemo
neZeleni imunogenosti protiteles, pripravlje-
nih v drugih organizmih - pri razvoju novih
protiteles z evolucijskim pristopom namreé
uporabljamo kot osnovno ogrodje ¢loveske

imunoglobuline. Se ve¢, zaradi veé ciklov
diverzifikacije in izbora je moZno pripra-
viti protitelesa, ki antigen vezZejo tudi do
milijonkrat mo¢neje kot protitelesa, pripra-
vljena z obi¢ajnim postopkom imunizacije,
kar posledi¢no omogoca uporabo manjsih
odmerkov terapevtskih protiteles in njihov
enostavnejsi vnos v telo.

Prvo uporabno terapevtsko protitelo, pripra-
vljeno s postopkom predstavitve na fagu, je
bilo protitelo proti faktorju tumorske ne-
kroze, vpletenemu v razvoj revmatoidnega
artritisa in nekaterih drugih (avto)imunskih
bolezni. Protitelo veZe in s tem nevtralizira
omenjeni faktor ter posredno zmanj$a imun-
ski/vnetni odziv organizma. To protitelo,
Adalimumab, je bilo za uporabo odobreno
leta 2002, danes pa je v uporabi Ze veé¢ kot
sto na podoben nacin pripravljenih protiteles

Slika 3: Skupina profesorja Winterja je uporabila obratni pristop kot profesor Smith - iskali so protitelo, ki specificno
prepozna neki antigen, na primer peptid. Zaradi laZjega dela so pri diverzz'ﬁéa[iji uporabili le en del protiteles, ki

vsebuje antigen-vezavno regijo, in ga po procesu diverzifikacije pripeli na protein virusnega plaséa. Po koncanem

izboru je mogoce s sekvenciranjem dolociti nukleotidno zaporedje zapisa za fragment Fv in to uporabiti za

rekonstrukcijo zapisa DNA za celotno protitelo. Zaradi jasnosti proine slike niso v realnem velikostnem razmerju.
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za zdravljenje raka, virusnih okuzb in dru-
gih bolezni.

Predstavitev na fagu seveda ni omejena na
razvoj protiteles, saj lahko na podlagi tega
pristopa pripravimo proteine, ne nujno pro-
titelesa, ki veZejo poljubne druge proteine
ali celo majhne kemijske spojine. Hkrati
je osnovna ideja povezave genotip-fenotip
dobila $e ve¢ izvedenk, tako da poznamo
predstavitev na bakterijah, ribosomu in kva-
sovkah, prav tako so izpopolnjene tudi me-
tode diverzifikacije knjiznic DNA. S tem je
clovestvo dobilo izjemno moéno orodje, ki
bo nedvomno izredno prispevalo k novim,
uéinkovitejsim nacinom zdravljenja najra-
zli¢énejsih bolezni in razvoju okolju prija-
znejsih tehnologij.
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