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1 Uvod

Prirodna evolucija enzima pojavljuje istodobno s prvom pojavom Zivota na zemlji. Geni u zivim
organizmima mutiraju s vremenom $to dovodi do promjene u proteinima za koje kodiraju (H.
Allen Orr 2005). Neke promjene u proteinima mogu u konacnici dovesti do bolje adaptivne
vrijednosti ili fitnesa organizma (Camps 2007). Tisu¢ama godinama su ljudi selektivno krizali
zivotinje i biljke kako bi stvorili Zeljena svojstva u njima. Selektivnim krizanjem zivotinja i biljaka
kroz mnogo generacija su ljudi nesvjesno optimizirali enzime i proteine koji nemaju nuzno
kataliticku aktivnost, ve¢ vezu druge molekule na sebe (vezujuci proteini) u svoju korist.
Usmjerena evolucija enzima je postupak utemljen na molekulskim spoznajama koji omogucuje
ubrzano odvijanje procesa evolucije proteina u laboratorijskim uvjetima (Wang i sur. 2021).
Procedura usmjerene evolucije temelji se na generiranju razli¢itih varijanti genomskih sekvenca
pri odredenoj razini nasumic¢nosti (Kuchner i sur. 1997). Dobivene varijante se probiru i izdvajaju
selektivnim metodama. Usmjerena evolucija je iterativna metoda koja ukljucuje identifikaciju
prvobitnog stanja nekog proteina, diverzifikaciju njegovog gena, ekspresiju i strategiju probira,
ponovnu diverzifikaciju, ponovni probir i tako sve do zadovoljavajuce razine brzine nekog enzima
ili afiniteta prema ciljanom ligandu vezujuceg proteina (S. Packer i R. Liu 2015). Usmjerena
evolucija dodatno omogucuje rad proteina u novim reakcijskim uvjetima, optimiziranje katalize
prema novim supstratima te katalizu novih kemijskih reackija (Arnold H. 2018). Usmjerena
evolucija enzima uvelike je proSirila repertoar korisnih biokatalizatora. Promijenjeni enzimi
predstavljaju ucinkovitu i ekoloSki prihvatljivu alternativu prema metalima i organskim
katalizatorima u kemijskoj i biotehnoloskoj industriji (Arnold H. 2018). Usmjerena evolucija
vezujuéih proteina ucinkovit je nacin stvaranja proteinskih varijanti koje imaju visok afinitet
prema nekoj odredenoj meti. Najbolji primjer za to su humana antitijela koja se koriste u danasnjoj

biomedicini (Amon i sur. 2020).



2 Tijek rada usmjerene evolucije

Usmjerena evolucija se moze generalno podijeliti na dva glavna koraka sto je vidljivo na Slici 1:
(1) diverzifikaciju gena opéom mutagenezom, rekombinacijom gena ili nekom drugom metodom
kako bi se stvorila raznolika biblioteka proteinskih sekvenci ; te (2) ispitivanje i probir dobivenih
mutanti na Zeljena svojstva (Wang i sur. 2021). Bitan aspekt usmjerene evolucije je odabir
prikladnog organizma domacina u kojem je omogucena funkcionalna ekspresija ciljanog gena. Do
danas, vecina istrazivanja povezana s usmjerenom evolucijom provedena su na bakteriji E. coli i
Saccharomyces cerevisiae, medutim, uspjesno su koristene i druge vrste bakterija i kvasaca kao i
stani¢ne linije sisavaca i kukaca (Pourmir i Johannes 2012).
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Slika 1. Koraci unutar metode usmjerene evolucije. Prvo se roditeljska genomska sekvenca diverzificira nekom
metodom kako bi se dobila biblioteka genomskih sekvenci. Nakon toga slijedi probir genomskih sekvenci koje daju

Zeljeni fenotip i njihova amplifikacija. Prilagodeno prema Wang i sur. 2021.
2.1. Metode za diverzifikaciju proteinskih sekvenci
Zamijenom nukleotida u samo jednoj genomskoj sekvenci moze se dobiti golem broj razlicitih
proteina. Taj je koncept poznat kao prostor sekvenci te opisuje ukupan broj varijanti koji se moze
dobiti iz jedne genomske sekvence duljine n (n predstavlja broj nukleotida u toj sekvenci) (Currin
i sur. 2015). Prostor sekvenci je golem i eksperimentalno se ne moze ispitati ¢ak ni za vrlo male
genomske sekvence. Prostor sekvenci malog proteina od 100 aminokiselina je 1,3 x 1013 (20,

s obzirom da postoji 20 proteinogenih aminokiselina), broj koji je ve¢i od ukupnog broja atoma u



svemiru (Kondrashov i Kondrashov 2015). Zbog toga je potrebno ograniciti se na podskup
ukupnog prostora sekvenci nad kojim se moze izvrs$iti u¢inkovit probir u laboratoriju (Romero i
Arnold 2013). Potrebno je stoga prije diverzifikacije same genomske sekvence znati na kojem
mjestu i kako mutirati sekvencu od interesa, u ¢emu moze pomo¢i prethodno znanje, podaci o
karakterizaciji i strukturi proteina te racunalni alati (Milton i Tokuriki 2016). Metode koje se
mogu koristit za uvodenje promjena u ishodisnoj proteinskoj sekvenci ili predvidanja u kojem
dijelu sekvence je najpovoljnije uvesti mutaciju dijele se u nekoliko skupina: (1) Mutagene
metode, (2) Rekombinacijske metode i (3) Racunalni alati (Mate i sur. 2017). Ucestala mutagena
metoda je mutageni PCR. Mutageni PCR se temelji na upotrebi DNA-polimeraza koje su sklone
greSkama i1 kemikalijama koje interferiraju u radu DNA polimeraza. DNA polimeraza iz
termofilne bakterije Thermus aquaticus (poznata kao Taq polimeraza) je Cesto koriStena u
pokusima jer posjeduje visoku stopu mutacije tijekom replikacije $to je uzrokovano nedostatkom
3'—5egzonukleazne aktivnosti (Ishino i Ishino 2014). Glavna mana koristenja DNA polimeraza
sklonih pogreskama je da vrlo rijetko uvode uzastopne mutacije (uvode jednu toc¢kastu mutaciju
po kodonu) (Zhao i sur. 2014). Ovaj nedostatak se moze zaobici koriStenjem druge mutagene
metode, saturacijske mutagenze (SM), pri ¢emu se pojedinacni kodoni u nekoj sekvenci
zamjenjuju s jednim od 20 kodona koji generiraju proteinogene aminokiseline (Georgescu i sur.
2003). Metoda mijesanja DNA i njene izvedenice popularne su rekombinacijske metode za
dobivanje razli¢itih genomskih sekvenci in vitro. Postupak mijesanja DNA odvija se u nekoliko
koraka. Ishodisne roditeljske sekvence se fragmentiraju DNazom I nakon Cega se fragmenti iz
razli¢itih roditeljskih sekvenci ponovno sastavljaju u ciklusima denaturacije, sljepljivanja i
produljenja uz pomo¢ polimeraze (Stemmer 1994). Rekombinacija se dogada kada fragmenti iz
razlicitih roditeljskih sekvenci prijanjaju na podrucju visoke homologije. Kombinacija raCunalnih
algoritama s umjerenom evolucijom omoguéuje ucinkovitiju provedbu metoda popout DNA
mijesanja ili mutagenog PCR-a na jer se smanjuje potreba za probirom. Posljednih godina
pojavile su se razli¢ite ratunalne metode koje iskoristavaju prednosti tisuc¢a sekvenci i struktura

pohranjenih u bazama podataka gena i proteina (Verma i sur. 2012).

2.2. Analiza biblioteke mutanti

Uz stvaranje genetske raznolikosti medu genomskim sekvencama i funkcionalne ekspresije

biblioteke mutanata, uspjeh eksperimenata ovisi 0 razvoju pouzdanih metoda za istraZivanje,



selekciju ili probir Zeljenih svojstava enzima. Metode genske selekcije omogucavaju pretragu
velikih biblioteka mutanata i ne zahtijevaju posebne instrumente. Vec¢ina metoda genske selekcije
funkcioniraju na nacin da osiguravaju rast ili preZivljenje domacina koji posjeduje enzim s
evoluiranim katalitickim profilom (Lin i Cornish 2002). Metode genske selekcije specificno su
dizajnirane za prepoznavanje enzimskih aktivnosti koje su spregnute s prezivljavanjem domacina
(Leembhuis i sur. 2009) te su stoga ograni¢ene na detekciju detoksikacijskih enzima ili enzima
uklju¢enih u metabolizam domacina (Retz i sur. 2008). Medu prvim pokusima u kojima je genska
selekcija upotrijebljena je pokus koji ukljucuje potragu za aktivnim mutantima esteraze na agar
plo¢icama. Bakterijske kolonije koje su sintetitizirale evoluiranu varijantu esteraze mogle su
hidrolizirati jedan 3-hidroksi ester. Ta reakcija je popracena stvaranjem crvene boje oko kolonije
zbog pada pH vrijednosti (Bornscheuer i sur. 1998). U drugom primjeru iskoriStena je usmjerena
evolucija radi promjene enzima TEM-1 B-laktamaze. Cilj je bio metodom DNA mijesanja dobiti
promijenjenu proteinsku sekvencu TEM- 1 B-laktamaze koja ima puno veci afinitet prema
cefotaksimu, antibiotiku iz skupine cefalosporina. One bakterije koje su sadrzavale promijenjenu
genomsku sekvencu TEM- 1 B-laktamaze, sintetizirale su varijantu tog enzima koji hidroliti¢ki
cijepa cefotaksim i na taj nacin ¢ini bakteriju otpornom na antibiotik . U ovom primjeru je
antibiotska rezistencija uzeta kao osnova genske selekcije (Stemmer 1994). U drugom pokusu je
poboljsana enantioselektivnost epoksid-hidrolaze iz Agrobacterium radiobacter posluzila kao
temelj genske selekcije. Napravljen je sustav za probir koji moze detektirati aktivnu epoksid
hidrolazu na agar plo¢icama. Agar plocice su inkubirane U prisutnosti para epoksibutana. One
kolonije koje su sintetizirale novu varijantu epoksid hidrolaze mogle su konvertirati epoksibutan u

pripadaju¢i diol koji je bio potreban za vizualizaciju (Loo i sur. 2004).

2.3. Funkcionalni ekspresijski sustavi

Odabir odgovarajuc¢eg domacina kljucan je za postizanje funkcionalne ekspresije ciljnog gena, ali
Cesto je izazovan 1 zahtijeva paZljivo razmatranje mnogih faktora cije je djelovanje tesko
predvidjeti (Butler i sur. 2003). Ekspresija stranog gena u nenativhom domacinu cesto je
ograni¢ena razlikama ekspresijskog sustava nenativnog domacina. Te razlike mogu ukljucivati
uporabu drugih kodona, razlike u aktivnim Saperonima, drugacije posttranslacijske modifikacije

poput glikozilacije ili disulfidnih mostova (Mate i sur. 2011). Neke inkompatibilnosti izmedu



ciljnog gena i heterolognog domacina poput prepoznavanja signalne sekvence ili uporabe kodona
mogu se premostiti optimizacijom kodona u ciljnom genu (Angov i sur. 2008). lako u teoriji svaki
organizam moze posluziti kao funkcionalni ekspresijski sustav samo su neki organizmi iskoriSteni
u praksi. Daleko najpopularniji organizmi domacini u istrazivanjima vezana za usMmjerenu
evoluciju su E. coli i S. cerevisiae zbog visoke sposobnosti transformacije, brze stope rasta, dobro
definiranih alata za manipulaciju i sposobnosti odrzavanja stabilnih plazmida (Gruchattka i sur.
2013). U zadnja dva desetljeca je gram-negativna bakterija E. coli definitivno najvise upotrebljen
organizam u istrazivanjima vezana za usmjerenu evoluciju zbog svoje relativne jednostavnosti,
dobro rastumacene genetike, dostupnih vektora za kloniranje, kolekcije mutantnih sojeva i brze
stope rasta (Bulter i sur. 2003). E. coli posjeduje visoku efikasnost transformacije (>10°
transformanata po 1 pg plazmidne DNA) S§to je vazan faktor u pripremanju velikih biblioteka
mutanti (Zhang i Zhang 2011). E. coli nije uvijek najbolji izbor domacina pogotovo kada se radi s
enzimima Ciji supstrati ne mogu biti transportirani preko stani¢cne membrane (Zhang i Zhang 2011).
U takvom slucaju, alternativni domacin poput gram-pozitivne bakterije Bacillus subtilis vise je
prikladan. B. subtilis je koriSten kao funkcionalni ekspresijski sustav u situacijama kad su ciljani
geni kodirali za proteaze, lipaze i celulaze (Vojcic i sur. 2012). S. cerevisiae je najkoriSteniji
domadin za evoluciju eukaritoskih proteina. S. cerevisiae omogucéava ekspresiju biblioteke
mutanata u citosolu (Maris i sur. 2004), sekreciju sintetiziranih proteina izvan stanice ili
lokalizaciju proteina na povrsinu stanice (Traxlmayr i Obinger 2012). S. cerevisiae posjeduje
efikasnu rekombinacijsku masineriju koja omogucava Sirok spektar geneticke manipulacije $to
omogucava efikasnu ugradnju biblioteke mutanti u genom kvasca i1 njenu ekspresiju (Bulter 1 sur
2003). Stani¢ne linije sisavaca takoder su koriStene u svrhu usmjerene evolucije za stvaranje
rekombinantnih proteina koji moraju proéi posttranslacijsku modifikaciju za pravilno
funkcioniranje. U takve proteine se ubrajaju antitijela, hormoni i citokini (Dietmair i sur. 2012). U
usporedbi s bakterijama i kvascima, stani¢ne linije sisavaca imaju slabu produktivnost zbog niske
stope rasta 1 tendencije prema programiranoj stani¢noj smrti (apoptozi) (Dietmair i sur. 2012). Uz
navedene nedostatke, upotreba stani¢nih linija sisavaca otezana je zbog niske efikasnosti
integracije ciljnog gena, tendenciji viSestruke insercije ciljnog gena u genom domacina i relativno

slabe moguénosti kontrole ekspresije gena (Majors i sur. 2009).



3. Usmjerena evolucija u dizajnu nekih proteina

U idu¢im potpoglavljima biti ¢e opisan proces usmjerene evolucije na primjerima nekolicine

enzima s ciljem prikaza svestranosti same metode.

3.1. Kataliza novih kemijskih reakcija — na primjeru citokroma P450

Citokrom Pas0 enzimi sadinjavaju veliku obitelj proteina unutar hemproteina koja ukljucuje enzime
sa Sirokim spektrom katalitickih aktivnosti (Nelson i sur. 1993). Vazni su u bioloskim sustavim jer
metaboliziraju mnoge fizioloski vazne spojeve. Enzimi iz skupine citokrom P450 mogu biti
hidroksilaze, oksidaze mijeSanih funkcija i monooksigenaze. Njihova glavna funckija je aktivirati
molekulski kisik radi stvaranja reaktivne specije koja moze nukleofilno napasti relativno inertne
dijelove kemijskih spojeva kako bi u tim dijelovima unijela hidroksilnu skupinu. Spojevi koji su
hidroksilirani podlozni su konjugaciji s nekom drugom biomolekulom i na taj nacin se inace inertni
kemijski spoj moZe u organizmu dalje metabolizirati. Osim hidroksilacije, citokromi Paso
kataliziraju dodatne reakcije u bioloskim sustavima poput: deaminacija, dehalogenacija,
epoksidacija, N-, S-, i O-dealkilacija, N-oksidacija, peroksidacija i sulfoksidacija (Pb 2002). U
novije vrijeme su citokromi P450 promijenjeni usmjerenom evolucijom kako bi katalizirali reakcije
za koje u prirodi nisu pronadeni enzimi. Poznato je da citokromi P450 u prirodi pokazuju kemo-,
regio- i stereoselektivnost pri umetanju kisika na C—H i C=C veze pa se stoga nametnulo pitanje
mogu li se citokromi P450 promijeniti na na¢in da mimikriraju istu kemiju, ali za prijenos karbena

(izvor karbena su diazoesteri) na olefine (Coehlo i sur., 2013). Za pokus je uzet P450g\3 iz Bacillus

megaterium. Napravljen je panel od 92 varijante P450gwms i 10 kataliticki najaktivnijih su uzete za
daljnju analizu. Uspostavilo se da pet od deset selektiranih P450 pokazuju bolju sposobnost katalize
od divljeg tipa. Varijanta H2-5-F10 posjeduje 16 aminokiselinskih supstitucija u odnosu na divlji
tip te vrsi 50 puta efikasniju katalizu nego divlji tip (Coehlo i sur. 2013). Poznato je da citokromi
P450 u svom aktivnom mjestu posjeduju prosteticku skupinu hem. Na Slici 2 je prikazan hem u
citokromu P450.



Slika 2. Detalji kristalne strukture hem domene bakterijskog citokroma P450y,,,. Vidljivo je da hemsko Zeljezo

stvara Sest koordinacijskih veza: Cetiri s duSicima iz protoporfirina, jednu s molekulom vode (crvena sfera) te jednu s

proksimalnim cisteinom (Zuti §tapi¢). Preuzeto prema Denisov i sur., 2005.

U drugom pokusu je cilj bio pokusati napraviti varijantu citokrom P450gy;3 ¢ija se aktivnost moze
inducirati s endogenim stani¢nim reducensom NADPH-om. Citokrom P450gy; Katalizirana
ciklopropanacija zahtijeva prisutnost odredene koli¢ine reducensa. Mogu se dobiti dva aktivna

katalizatora za ciklopropanaciju iz P450sm3: (1) koji sadrzi kataliticki aktivnu hem domenu

fuzioniranu s NADPH ovisnom P450 reduktaznom domenom ili (2) samo izolirana hem domena

(P450gwm3-nem). Oba katalizatora su pokazala urednu kataliticku aktivnost u prisutnosti jakog
reducensa ditionita (E® = — 660 mV, svi elektrodni potencijali skalirani su prema vodikovom
elektrodnom potencijalu). Kataliticka aktivnost se dosta smanjila kada su katalizatori reducirani s
NADPH-om (E°" = — 320 mV), umjesto ditionitom. Smanjena kataliticka aktivnost u prisutnosti
NADPH-a ukazuje na nisku supstrat induciranu promjenu P450 Zeljeza iz stanja niskog spina (E®’
Felll/Il = — 430 mV) u stanje visokog spina (E°' Fe!ll/Il =— 290 mV). Vidljivo je iz svih vrijednosti
elektrodnih potencijala da ako Zeljezo nije u stanju visokog spina (E°' F elll/ll = —290 mV), nego
u stanju niskog spina (E°’ Felll/ll = — 430 mV) da NADPH nije dovoljno jak reducens (E°’ = —
320 mV), koji moze donirati elektron zeljezu (Ost i Sur. 2001). Smatralo se da je razlog zasto
NADPH slabo inducira promjenu P450 zeljeza iz stanja niskog u visoki spin zato Sto enzim
P450gm3 ima niski afinitet prema neprirodnim supstratima (slabo vezanje supstrata implicira Ky ~
5 mM) (Coelho i sur. 2013). Pretpostavka je bila da ako se poveca elektrodni potencijal zeljeza u

stanju niskog spina da bi NADPH mogao reducirati enzim 1 omoguciti katalizu. Elektrodni



potencijal hem proteina moze se modulirati mutacijom aksijalnog liganda (Wuttke i Gray 1993).

Cilj je bio mutirati u P450g3 aksijalni cistein (Slika 2) u slabiju Lewisovu kiselinu koja bi u ovom

slucaju bila serin. Takva mutacija bi za uzrok imala poviseni elektrodni potencijal u Zeljezu niskog
spinskog stanja. Na Slici 3 su vidljive hem skupine iz P450gm3 koje su jednom primjeru
kompleksirane cisteinom, a u drugom s serinom. Varijanta proteina P450sm3 koja posjeduje

aminokiselinsku supstituciju Cys —> Ser dobiva naziv P411gys zato $to apsorpcijski maksimum

ostvaruje pri valnoj duljini od 411 nm kada je enzim kompleksiran ugljikovim monoksidom.

Rezultati pokusa su pokazali da je P411gwvs uspjesno redcuiran od strane NADPH i da je time

omogucena in vivo ciklopropanacija spojeva (Cochlo i sur., 2014).
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Slika 3. Vidljive su dvije varijante citorkoma: P450gm3 i P411gms. NADPH jedino moze efikasno reducirati P411gm3
dok se P450gwms3 slabo reducira. Jednom kada se Fe(IIl) reduciralo u Fe(Il) moze do¢i do ciklopropanacije.

Prilagodeno prema Steck i sur., 2020.

U jednom drugom primjeru pokazano je da hemproteini (specificno P411) mogu katalizirati
prijenos nitrena, takoder klasa reackije koja nije pronadena u prirodi (Singh i sur. 2015). Na slici 4

je vidljiv mehanizam kojim hemproteini kataliticki djeluju i prenose nitrensku skupinu.
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Slika 4. Hemprotein (P411) katalizirani prijenos nitrenske skupine. Prilagodeno prema Prier i sur., 2016.

Vidljivo je na Slici 4 da Zeljezo iz hema prvo reagira s nitrenskim prekursorom (ovdje je to TSNs
= sulfonilski azid) kako bi se stvorio Zeljezni nitrenoid. Taj reaktivni intermedijer nadalje reagira
s nukleofilom (u ovom primjeru sulfid) §to za posljedicu ima stvaranje sulfimida. Sulfimid zatim
prozivljava intramolekularno [2,3]-sigmatropno pregradivanje Sto rezultira aminiranim spojem
(alilni amin) (Pirer i sur. 2016). Na ovaj nacin je dobiven novi biokataliti¢ki put za dobivanje alilnih
amina, spojeva koji su bioloski aktivni (Choi i sur. 2002) i vrijedni sintetski intermedijeri (Steck i

sur. 2020).

3.2. Sinteza biogoriva u rekombinantnoj E. coli

Jedan od dugoroc¢nih izazova za buduénost je pronalazenje odgovarajuc¢ih zamjena za fosilna goriva
koja se mogu proizvesti na odrziv i ekoloski prihvatljiv nacin. Jedna ekoloski prihvatljiva solucija
bila bi konverzija alkana u alkohol. Pretvorba alkana u alkohol jest reakcija oksidacije odnosno
uvodenja kisika u alkan, medutim takva selektivna oksifunkcionalizacija ugljikovodika predstavlja
i u danasnjici veliki izazov u kemiji. Za takav poduhvat je opet uzeta P450gy;3 koja je podvrgnuta
koracima usmjerene evolucije: (1) opéoj mutagenezi, (2) in vitro rekombinaciji i (3)
visokoproto¢nom probiru kako bi se ova monooksigenaza, koja u stanicnim uvjetima uvodi kisik

u masne kiseline, konvertirala u enzim koji hidroksilira heksan i druge alkane podjednako dobro



(Glieder i sur. 2002). Nakon 5 generacija mutageneze i probira dobivena je mutanta P450gwm3-130-3
s visokom aktivno$éu hidroksilacije. Stope hidroksilacije P490sm3.130-3 tekuéih alkana je visa od
one koju pokazuije divlji tip P450gws prema svojim supstratima (masne kiseline). Kao $to je prije
ve¢ navedeno, hem skupina unutar enzima moze biti u dva stanja: stanje visokog i niskog spina.
Prijelaz iz niskog u visoko stanje spina povecava elektrodni potencijal hema Sto omogucava

hidroksilaciju. Prijelaz je u mutantni induciran vezanjem supstrata (u ovom slucaju razli¢iti alkani),

dok je u divljem tipu induciran vezanjem masne kiseline. Kristalna struktura divljeg tipa P490gwvs
u kompleksu sa supstratom i bez supstrata ukazuje na velike konformacijske promjene u aktivnhom
mjestu tijekom vezanja susptrata (Haines i sur. 2001). Kristalna struktura bez supstrata pokazuje
otvoreni kanal u kojem je smjeSteno 17-21 uredeneih molekula vode. Vezanje supstrata sluzi kao

konformacijski okida¢ koji zatvara kanal, dehidrira aktivho mjesto, povisuje elektrodni potencijal

hema i omogucava vezanje kisika. Na Slici 5 prikazana je kristalna struktura P450gwm3-130.3 sa svojih

11 supstitucijskih mutacija.

Mutant
BM-3 139-3

V78A
H138Y
T1751
V1781
A184V
H236Q
E252G
R2555
A290V
A295T
L353V

Slika 5. Pozicije aminokiselinskih supstitucija u P450gys.130.3 mutanti (mutacije su oznagene sivim sferama). 5 od 11
mutacija nalazi se na fleksibilnoj F-G heliks-petlja-heliks strukturi i | heliksu. Prilagodeno prema Bastian i sur.,
2011.
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F i G heliksi koji su vidljivi na Slici 5 imaju funkciju poklopca koji se zatvara uslijed vezanja
supstrata. Za promjenu kataliticke specifi¢nosti potrebno je mutirati aminokiseline koje su

ukljucene u prepoznavanju i vezanju supstrata. Samo je jedna aminokiselina koja je u direktnom

kontaktu sa supstratom u divljem tipu enzima supstituirana u mutanti P450gms.130-3 (V78A).
Smatralo se da aminokiseline Arg47, Tyr51, Phe42 i Phe87 imaju esencijalnu ulogu u
prepoznavanju masnih kiselina u divljem tipu enzima (Noble i sur. 1999). Arg47, Tyr51 i Phe42
nalaze se na ulazu supstrat-vezujuceg dzepa. Argd7 i Tyr51 ostvaruju elektrostatske $to S

karboksilnom skupinom nadolazece masne kiseline dok Phe42 sluzi kao vrataSca supstrat-

vezujuéeg dzepa. Sve ove aminokiseline saduvane su u P490gwv3130.3 §to ukazuje da njihove

interakcije nisu specifiéne prema masnim kiselinama. lonski most izmedu Arg225 i Asp217 u

kristalnoj strukturi divljeg tipa bez supstrata narusen je R225S mutacijom u P450gwms.139-3. Ova
mutacija moze biti uzrok konformacijskoj promjeni koja uzrokuje veci afinitet prema vezanju
alkana. Saznanje da mali broj mutaciju u proteinskoj sekvenci enzima P450 moze stvoriti
nespecificnu (Sirok spektar supstrata) hidroksilazu s visokom aktivno$¢u ukazuje na to da nema
selektivne prednosti u prirodi za maksimiziranjem aktivnosti ovog enzima. Postoji mogucnost da
enzim koji katalizira pretvorbu Sirokog spektra supstrata s visokom aktivnos¢u moze biti toksi¢an
za domacina kao $to je to u E. coli. Vidljivo je da prirodna selekcija nije maksimizirala aktivnosti
mnogih citokrom P450, pogotovo onih u sisavaca, koje imaju aktivnost slabiju za 2 reda veli¢ine
u odnosu na bakterijski analog P450gy;5. Cak P450gms enzim ne operira pri svom maksimalnom
katalitiCkom potencijalu. Usmjerena evolucija enzima u laboratoriju koji ne katalizira reakcije u
svom prirodnom okoli§u moze dovesti do novih funckija i svojstava u enzimu koja nisu bioloski
relevantna 1 potencijalno ta nova svojstva mogu biti Stetna za organizam koji ih sintetizira,
medutim, ta nova svojstva mogu biti od biotehnoloskog znacaja. JosS jedno ekoloski prihvatljivo
biogorivo je izobutanol. I1zobutanol je visokoenergetski spoj, posjeduje nizak tlak pare i visoki
oktanski broj. Izgara poput benzina u motoru s unutrasnjim izgaranjem, medutim za razliku od
benzina ne utjeCe negativno na rad i performanse motora (Bruno i sur. 2010). Metabolickim
inzenjeringom napravljen je biosintetski put u bakteriji E. coli (Atsumi i sur. 2010) koji je prikazan

na Slici 6.
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Slika 6. Biosintetski put proizvodnje izobutanola iz glukoze u rekombinantnoj E. coli. Prilagodeno prema Atsumi i
sur., 2010.

Biosintetski put sa Slike 6 uspjesno je iskoriSten u proizvodnji izobutanola u aerobnim uvjetima
dok je proizvodnja u anaerobnim uvjetima bila nezadovoljavajuca. Za veliku proizvodnju
izobutanola potrebni su anaerobni uvjeti jer se tako postizu manji troskovi proizvodnje i vece
teoretsko iskoristenje. Pretpostavlja se da je ograni¢ena proizvodnja izobutnaola u anaerobnim
uvjetima uzrokovana neravnotezom kofaktora NADH i NADPH. Dva od pet enzima iz
metabolickog puta su NADPH ovisni: (1) IIvC (ketol-kisela reduktoizomeraza) i (2) Adh (alkohol
dehidrogenaza) (Slika 6). Konverzija glukoze u izobutanol stoga zahtijeva dva ekvivalenta
NADPH-a. U anaerobnim uvjetima jedini metabolic¢ki put koji proizvodi NADPH u bakteriji E.
coli jest glikoliza. Ova neravnoteza kofaktora se ne moze rijesiti putom pentoze fosfata (PPP) ili
ciklusom limunske kiseline (TCA) jer su ti metabolicki putevi funkcionalni u bakteriji samo u
prisutnosti kisika. Ponudeno je rjeSenje da se enzimi koji su ovisni o NADPH-u zamijene s
analozima koji ovise 0 NADH-u. Zamjena alkohol-dehidrogenaze s homologom koji ovisi 0
NADH izvediva je s obzirom na broj poznatih alkohol dehidrogenaza u prirodi koje ovise 0 NADH-
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u (Jornvall i sur. 1987). Na primjer, AdhA iz Lactococus lactis pokazala se kompatibilnom s
biosintetskim putem izobutanola (Atsumi i sur. 2010). Provodenjem iterativne mutagenze nad
enzimom IlvC uspije$no su dobivene varijante koje ovise o NADH-u. Kombiniranjem najbolje
varijante IlvC s AdhA iz L. lactis u biosintetskom putu izobutanola dobiveno je 100% teoretsko

iskoristenje u anaerobnim uvjetima (Bastian i sur. 2011).

3.3. Sinteza novih kemijskih veza — na primjeru citokroma c

lako u prirodi ne postoje enzimi koji kataliziraju stvaranje ugljik-silicij veze (C-Si), proteinske
masinerije Zivih bi¢a Cesto su ,,promiskuitetne®, odnosno sposobne katalizirati rekacije koje nisu
dio njihovih bioloskih funkcija. Evolucija, bilo da je usmjerena ili prirodna, moze modulirati taj
kataliticki ,,promiskuitet” u enzimima. Na primjer, hemproteini mogu katalizirati niz neprirodnih
insercija karbena u N-H i S-H veze (Tyagi i sur. 2015). Postavljena je hipoteza da bi hemproteini
mogli katalizirati inserciju karbena u silicij-vodik veze (Kan i sur. 2016). Nekoliko citokrom P450
varijanti je ispitano na formiranje C-Si veze i pronadeno je da citokrom c iz bakterije Rhodotermus
marinus (Rma cyt c) katalizira nastajanje C-Si veze izmedu fenildimetilsilana i 2-diazopropanoata
s 97% enantiomernog suviSka (ee) Sto je prikazano na Slici 7. Rma cyt ¢ pokazuje izvrsnu
enantioselektivnost prilikom reakcije insercije karbena te je stoga uzet kao polazi$na tocka za

daljnje usavrSavanje katalize putem usmjerene evolucije (Kan i sur. 2016)
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Slika 7. Reakcija izmedu (1) fenildimetilsilana i (2) 2-diazopropanoata katalizirana Rma cty c. Produkt (3) sadrzava
C-Si vezu. Preuzeto prema Kan i sur., 2016.
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Na Slici 7 je prikaza kristalna struktura prosteticke skupine hem u divljeg tipa Rma cyt ¢ (Stelter i
sur. 2008). Vidljivo je na Slici 7 da je prosteticka skupina hem smjestena u hidrofobnom dzepu.
Zeljezo hem skupine aksijalno je koordinirano s proksimalnim histidinom (H49) i distalnim

metioninom (M100).

"
v757\_’ >

,/’

M100

M103

Slika 7. Kristalna struktura prosteticke skupine hem u divljeg tipa Rma cyt c. Zeljezo hema je koordinirano s
proksimalnim histidinom (H49) i distalnim metioninom (M100). U blizini hema nalaze se jo§ aminokiseline valin
(V75) i metionin (M103). Preuzeto prema Kan i sur., 2016.

Pretpostavka je bila da M100 smeta pri formiranju zeljeznog karbenoida zbog ¢ega se mora mutirati
u drugu aminokiselinu. Mutacija M100D (metionin mutiran u aspartat) pokazala se kao izrazito
aktiviraju¢a mutacija: uspjesno se sintetizira kiralna C-Si veza s TTN-om (totalni obrtni broj) =
550. Totalni obrtni broj je bezdimenzijska veli¢ina koja pokazuje ukupan broj molova produkta
dobivenih po molu enzima tijekom vremena u kojem je enzim kataliticki aktivan. TTN = 550 je je
12 puta bolja kataliza nego u divljem tipu. Daljnjom usmjerenom evolucijom M100D mutanta
otkriven je trostruki mutant (M100D, V75T, M103E) koji katalizira stvaranje C-Si veze s TTN >
1500 i s >99% ee. Ta razina kataliticke aktivnosti je 15 puta bolja od najboljih sintetskih

katalizatora za tu klasu reakcije.

3. Zakljucak

Usmjerena evolucija enzima postala je vrlo u¢inkovit protokol za razvoj biokatalizatora visoke

specifi¢nosti, tolerantne na razli¢ite reakcijske uvjete i niske pojave nusprodukata u kataliziranoj
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reakciji. Usmjerena evolucija je svestran i u¢inkovit put dobivanja optimiranih enzima i enzima s
novim funkcijama. Glavni zakljucak koji proizlazi iz istrazivanja usmjerene evolucije je da se
enzimi mogu podesiti za katalizu novih reakcija ukljucujéi reakcije koje su vrlo razli¢ite od onih
koje kataliziraju enzimi u prirodi. Vjerojatno se nalazimo jako daleko od granice do koje se enzimi

mogu modificirati za provedbu razlicitih funckija — postoji puno prostora za daljnja otkrica.
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