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Evolucid a kémcsGben

2018. évi kémiai Nobel-dijat felerészben Frances H. Arnold

kapta, a mésik felén, egyenld ardnyban, George P Smith és
Sir Gregory P. Winter osztozott. Az idei kémiai Nobel-dijak az
evoltici6 erejének kémiai hasznositdsdt ismerték el. A hdrom di-
jazott kutaté munkdja alapot teremtett az evolicids folyamatok
mechanizmusainak kiakndzdsdhoz és az emberiség szolgdlatdba
dllitdsdhoz. Az irdnyitott evolucid és a fdgbemutatds olyan tech-
nikai lehet8ségeket jelentenek, melyek révén enzimfehérjéket és
antitesteket lehet egyrészt ipari céld alkalmazdsok, mdsrészt sza-
mos autoimmun- és egyes dttétes tumoros betegségek elleni kiiz-
delem szdmadra elGallitani és optimalizdlni.

Sir Gregory P. Winter, Frances H. Arnold, George P. Smith

Az élet csirdinak megjelenése Gta milliényi kémiai probléma
iitotte fel fejét, mellyel az €l§ szervezeteknek meg kellett birk6z-
niuk. Szdmos esetben az életet felépitd és miikodtetd molekuldk
mddositdsdra, optimalizdldsdra volt sziikség az életfolyamatok
fenntartdsdnak érdekében. A természetes evolticié révén gének
mutdlédtak, igy a keletkezd fehérjék is dtformdlédtak, hogy ja-
vitsdk az él§ szervezet alkalmazkoddképességét a valtozé kor-
nyezeti kértilményekhez.

Az irdnyitott evolucié viszont ember alkotta folyamat, melyet
a természetes evolicié mechanizmusairdl szerzett ismeretek ih-
lettek. A természetes folyamatokat lemdsolva laboratériumi ko-
riilmények kozott, praktikusan kémcesovekben valésithaték meg
a kivént véltoztatdsok az életet felépit§ legjelent§sebb makro-
molekuldkban. Jol megtervezett mértékd, random véltozdsok ala-
kithatdk ki a fehérjék szerkezetében, melyeket szelekcids esemé-
nyek kovetnek. Ennek sordn kivalaszthaté a keletkezett moleku-
ldk koziil a legoptimélisabb tulajdonsdgokkal rendelkezd. Mivel
az irdnyitott evolucid iterativ médszer, azaz részfolyamatai cikli-
kusan ismétlgdnek, tjabb random szerkezeti vdltoztatdsok és sze-
lekciés 1épések kovetkeznek, melyek eredményeképpen az eldl-
litott molekuldk tulajdonségai ciklusrdl ciklusra egyre jobban ko-
zelitik az idedlisan vért termék tulajdonsdgait.

Az alapkutatdsban, de az ipari, els§sorban gydgyszeripari és
biotechnoldgiai enzimfejlesztések sordn is gyakran alkalmazott
megkozelités az irdnyitott evolticid. Az igy eldéllitott enzimek ké-
pesek aktivitdsukat megvdltozott koriilmények kozott is kifejte-
ni, akdr 4j szubsztrdtokat felismerni, esetenként dj kémiai reak-
cidkat katalizdlni. Ez a megoldds novelheti a katalizis hatékony-
sdgdt vagy kornyezetkimél§ alternativét jelenthet a hagyomd-
nyosan fémeket vagy szerves katalizdtorokat alkalmazé kémiai
és biotechnoldgiai ipari folyamatok szdmdra. Az irdnyitott evold-
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cié azonban mdsra is jé: példdul adott molekuldkat specifikusan
megkdotni képes kotéfehérjék esetében olyan varidnsok létreho-
zdsdt és azonositdsdt teszi lehet§vé, melyek a kiinduldsi fehérjé-
nél jelent@sen nagyobb affinitdssal és szelektivitdssal képesek a
célmolekuldk megkotésére. A médszer segitségével azokat a fe-
hérje szekvencidjéban rejl§ kritériumokat is azonosithatjuk, me-
lyek az optimalizdlt tulajdonsdgokért felelgsek. Hasonlé megko-
zelitéssel valdsithaté meg terdpids célokra tervezett antitestek
eldéllitdsa és karakterizdldsa is.

Frances H. Arnold vezetésével 1993-ban végezték az els, en-
zimek optimalizdldsdnak céljabdl bevetett, irdnyitott evoltcids el-
jardst. Az akkor még uttorének szdmité mddszert azéta finomi-
totta, fejlesztette, és manapsdg mdr rutinszertien haszndljdk j,
koérnyezetbardt katalizdtorok, biotizemanyagok, gy6gyszerkészit-
mények létrehozdsdra.

Manfred Eigen mdr 1984-ben felvdzolta egy olyan munkafo-
lyamat lehet8ségét, ahol enzimek tokéletesitett varidnsai nem
6ridsi molekulakonyvtdrak elgéllitdsdval és szlirésével, hanem
tobb generdciéban képzett, kisebb konyvtdrak segitségével opti-
malizdlhatdk egy tervezett, és irdnyitott evolucids ,,gépezet” ré-
vén. Egy évtizeddel késébb Frances H. Arnold sikeresen alkal-
mazta mdr a gyakorlatban is az Eigen 4ltal vdzolt munkatervet,
kontrolldlta és felgyorsitotta az evoliciés folyamatokat. A szubti-
lizin E enzimet termeld baktériumokban irdnyitott mutdcidk 1ét-
rehozdsa révén olyan enzimvaridnst dllitott el§, mely rendkiviil
extrém, denaturdlé korillmények kozott is aktiv maradt. Négy
szekvencidlisan alkalmazott, mutagenezisbdl és a kapott varidn-
sok sziirésébdl 4ll6 ciklus utdn rendelkezésére dllt a vad tipust fe-
hérjénél 256-szor nagyobb aktivitdst mutaté enzimvaridns. Ar-
nold részletesen bemutatta a médszer sikeréhez sziikséges felté-
teleket. A leglényegesebb elemek kozé sorolta a kiinduldsi en-

1. abra. Az enzimek iranyitott evoltciojanak Iépései
(www.nobelprize.org)
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zimmolekula helyes megvélasztdsdt, a megfelelGen tervezett
DNS-szekvencia-konyvtdr létrehozdsét, a legalkalmasabb szelek-
cids kritériumok kitlizését az optimdlis varidnsok sztirésére. Fel-
vetette azt is, hogy nem érdemes egy adott enzimet minden ami-
nosav-poziciéban mutdltatni, hanem elsGsorban az aktiv cent-
rum kornyékén, vagy pedig az attdl tévol esd, az enzimfehérje
felszinén taldlhaté aminosavak megvdltoztatdsa vezet legnagyobb
valdszintiséggel az enzimaktivitds jelent§s novekedéséhez. Arnold
és munkatdrsai ezért arra is ravilagitottak, hogy a kialakitandé
molekulakonyvtdrat molekuldris és szerkezeti ismeretek birtoka-
ban kell megtervezni. El§szor tehdt random mutdcickat kell 1ét-
rehozni az optimalizdlni kivdnt enzimet kédolé génben (1. dbra,
1). A mutéciét hordozé géneket baktériumokba kell bejuttatni,
melyek igy random mutécidkat hordozé enzimfehérjéket dllita-
nak el§ (1. dbra, 2). A keletkez§ enzimek tesztelése, szlirése ko-
vetkezik, hogy kivélasszuk a leghatékonyabb varidnst (1. dbra, 3).
A tobbi, kevésbé hatékony, vagy nem a kivant reakciét katalizalé
varidnssal nem dolgozunk tovébb. Az els§ szelekcié sordn kivé-
lasztott varidnsokat kédold géneket tjabb mutagenezisnek vetjitk
ald (1. dbra, 4), igy megint 4j DNS-kényvtdrat hozunk létre.
Majd ismételten szlirés kovetkezik, melynek sordn az el6z8 cik-
lusndl alkalmazottakhoz képest szigortbb szelekcids kritériumok
bedllitdsa sziikséges. Igy ciklusrdl ciklusra a tervezett médon ja-
vul és tokéletesedik az enzimfehérje szerkezete és katalitikus md-
kodése. Ennek megfelelen Arnold az irdnyitott evolticié gya-
korlati megvaldsitdsdnak vizsgdlatdra a szubtilizin enzimet vd-
lasztotta. Polimerdz-ldncreakciét alkalmazott a random mutage-
nezis és a DNS-szekvencia-konyvtdrak létrehozdsédra. Az igy ge-
nerdlt varidnsok koziil a legoptimélisabbat az alapjdn vélasztotta
ki, hogy melyik volt képes a legnagyobb mértékben a kazein tej-
fehérjét hidrolizélni dimetil-formamid olddszer jelenlétében. A
legaktivabb enzimvaridnsokat termel§ klénok DNS-ét izoldlta,
majd ismételten mutagenezisnek vetette ald azokat. A szubtilizin
aktivitdsdnak irdnyitott evoldci6val torténd optimalizaldsa kulcs-
fontossdgu lépésnek bizonyult, és megnyitotta az utat mds enzi-
mek evolucidja eldtt. A tovdbbiakban Arnold és munkatdrsai a
Bacillus subtilis p-nitrobenzil-észterdz enzim olyan varidnsait 4l-
litottdk eld, melyeknek katalitikus aktivitdsa azonos, de hdstabi-
litdsuk jéval nagyobb volt, mint a kiinduldsi varidnsnak. De fej-
lesztettek olyan enzimeket is, amelyek az eredeti aktivitdstdl elté-
16 reakcidkat katalizdltak, mint ahogy azt a Pyrococcus furiosus
triptofdn-szintetdz katalitikus doménjének irdnyitott evolicidja
is bizonyitotta, melynek eredményeképpen vj triptofdn-analégok
elgallitdsa valhatott lehet6vé.

George Smith 1985-ben dolgozott ki egy bakteriofdgokon, a
baktériumokat fert§z§ virusokon alapuld, innovativ médszert fe-
hérjék irdnyitott evoldciéjdnak megvaldsitdsdra.

Sir Gregory Winter a fdgbemutatdst fejlesztette tovébb, elsd-
sorban gydgyszeripari alkalmazds céljdbdl. Olyan antitesteket ho-
zott létre, melyeket sikerrel alkalmaznak reumatoid arthritisz,
pszoridzis és gyulladdsos bélbetegségek kezelésére, toxinok hatd-
sdnak semlegesitésére vagy dttétes rdkos megbetegedések terd-
pidja sordn.

A két utébbi dijazott kutaté technoldgiai innovécidja a fégbe-
mutatds mddszerét haszndlja antitestek és bizonyos molekuldkat
specifikusan megkdotni képes fehérjék irdnyitott evolticidjra. Az
1980-as években, amikor George Smith bakteriofdgokkal kezdett
dolgozni, a DNS-technoldgidk még gyerekcip&ben jdrtak, és a hu-
mén genomrdl meglehetdsen kevés tudds allt rendelkezésre. Az
madr ismert volt, hogy a genom géneket tartalmaz, melyek a test
fehérjéinek elGdllitdsdhoz sziikséges informdciét rejtik, 4m akko-
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riban egy adott fehérjét kédold gén azonositdsa rendkiviil nehéz
feladatnak bizonyult. George Smith 6tlete az volt, hogy a gének
azonositdsdhoz bakteriofdgokat alkalmazzanak.

A fégok felépitése rendkiviil egyszerd. OrokitGanyagukat, mely
lehet RNS vagy DNS, fehérjékbdl 4ll6 kapszid boritja. A fég sza-
poroddsa sordn behatol a gazdasejtbe, virdlis genomja integralé-
dik a gazdasejt genomjdba, annak segitségével sokszorozédik. A
gazdaszervezetben felborul a nukleinsav-, és a fehérjeszintézis: a
baktérium a virdlis fehérjék, tobbek kozstt a kapszidot alkotd
proteinek termelésére kényszertiil.

Smith &tlete az volt, hogy a fagok mitikodését ki lehetne hasz-
ndlni ismert fehérjét kédolé ismeretlen gén azonositdsdra. Ekkor
mdr 6ridsi méretd molekulakonyvtdrak dlltak rendelkezésre, tele
ismeretlen gének milliényi fragmentjével. Smith szerint ezeket a
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fragmenteket bele kell épiteni a fég genomjdba (2. dbra, 1),
mégpedig a kapszidot alkotd egyik fehérje génjébe. gy ha a fd-
gok szaporodnak, az ismeretlen gén fehérje- vagy peptidterméke
a fdg felszinén, a kapszid részeként kifejezddik (2. dbra, 2). Ez
olyan fdgkeveréket hoz majd létre, melynek mindegyik eleme kii-
16nboz8 fehérjéket hordoz a felszinén. Ebbdl a keverékbdl speci-
fikus antitestek segitségével kihorgdszhat6k az ismert fehérjéket
hordozé egyedek (2. dbra, 3). A kihaldszott fdggal viszont hoz-
zédjuthatunk és azonosithatjuk a fehérjét kédold, eddig ismeret-
len gént is. 1985-ben Smith egy restrikcids endonukledz enzim 57
aminosavbdl dll6 peptidrészletét fdg felszinén fejeztette ki, majd
a fdgkeverékbdl a peptidet hordozd fagot endonukledz-specifikus
antitest segitségével, affinitds-kromatogréfidval kihaldszta.

1988-ban vetette fel, hogy ha a fdgok felszinén nagyszdmd,
random szekvencidval rendelkez§ peptidet fejeztetiink ki, akkor
azonosithatjuk az antitestek dltal felismert epitépokat. Hiszen a
legtsbb antitest csak egy rovid, 5-6 aminosavbdl 4ll6 szegmenst
ismer fel az antigén szekvencidjabol.

Gregory Winter érdekl§dését éppen ez keltette fel. Olyan 4j an-
titesteket szeretett volna el@dllitani, melyeket az immunrendszer
tolerdl, és rendkiviili szelektivitdsuknak kdszonhetGen képesek bi-
zonyos koros dllapotok el§rehaladdsdt megdllitani. Smith mun-
kéja alapjdn feltételezte, hogy a fdgbemutatds alkalmas médszer
lehet a kérdés megolddsdra. Az antitestek epitp-felismeréséért
felels szegmensét kédold génfragmentet épitette be a fdg egyik
kapszidfehériéjének génjébe, igy a fdg felszinén kifejez6dott az
antitestnek ez a fehérjerészlete. Majd az antigént csaliként al-
kalmazva kihorgdszta a keresett fdgot 4 millié mésik kozil. Ezt
kovetGen Winter a fdgbemutatds technoldgidjit alkalmazta az
antitestek direkt evolucidjdra, optimalizdldsdra. Ehhez olyan fég-
konyvtédrat hozott létre, melyben a fdgok az antitest fehérjeszeg-
mensek millidrdnyi varidciGjat hordoztdk, majd kihorgdszta azo-
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kat, amelyek a célfehérjéhez kotddtek. Ezutédn ezeket az els§ ge-
nerdcids antitesteket random mdédon tovébb véltoztatta, és tijabb
tégkonyvtdrat létesitett. Ebben mdr olyan antitestek voltak, me-
lyek még nagyobb affinitdssal kototték a célfehérjét.

Winter nevéhez fiz8dik példdul az adalimumab, a tumornek-
rézis faktor-alfa-elleni humén antitest kifejlesztése, mely els-

Ormos Pél — Borzsonyi Addm
W MTA SZBK | pal.ormos@rbc.mta.hu
M ELI-HU | Adam.Borzsonyi@eli-alps.hu

sorban autoimmun betegségek kezelésére alkalmas. De hasonlg
innovativ folyamatok eredményeképpen eldéllitottak mdr anti-
testeket, melyek metasztatikus daganatos betegségek egyes ti-
pusainak, a lupus, a reumathoid arthritisz, a gyulladdsos bélbe-
tegségek vagy az Alzheimer-kér kezelésére nyujtanak terdpids
megolddst.

Nobel-dij a 1ézerfizikdnak

2018. évi fizikai Nobel-dijat Arthur Ashkin az optikai csi-
A pesz megalkotdsdért és az eszkoz bioldgiai rendszerekben
val6 alkalmazdséért, Gérard Mourou és Donna Strickland a nagy
intenzitdsu, ultrar6vid lézerimpulzusok létrehozdsdnak kidolgoza-
saért kapta.

Az indoklds szerint az idei kitiintetettek forradalmasitottdk a
lézerfizikdt. Rendkivill kis, preciz eszkozok megalkotdsdval vj ku-
tatdsi teriiletek nyiltak meg nemcsak az orvostudoményban, ha-
nem az iparban is.

Az Arhtur Ashkin 4ltal feltaldlt optikai csipeszek részecské-
ket, atomokat, virusokat és mds €l6 sejteket képesek megragad-
ni lézernyaléb-,,ujjaikkal”. Az alkalmazds a fény mechanikai ha-
tdsdn alapul. Mdr 1619-ben észrevette Kepler, hogy az iistokdsok
cs6vdja a nappal ellentétes irdnyba mutat, és ugy vélte, ez a fény
nyomdsa miatt van igy. Az elektromdgnesség Maxwell-féle elmé-
lete azutdn megmagyardzta, hogy az elektromdgneses sugdrzds
nyomdst fejt ki, és a nagysdgdt is pontosan megadta 1873-ban.
Ekkor az is ldtszott, hogy a hatds makroszkopikus testek esetén,
termikus fényforrdsokbdl szdrmazd fénnyel nagyon kicsiny, gya-
korlati jelent8sége igazdbdl nincsen. Csak 1900-ban sikeriilt Pjotr
Lebegyev orosz fizikusnak kisérletben kimutatni a jelenséget. A
lézerek megjelenése nagy véltozdst hozott. A lézerek tokéletesen
tokuszélhat6 fénysugarat produkélnak, és e ,tankonyvi” nyald-
bok mikroszkopikus, a fény hullimhosszdval 6sszemérhet§ mé-
retd testekre olyan erdvel hatnak, amelyek mechanikai manipu-
l4ciéra: mozgatdsra, csapddzdsra alkalmasak. A jelenséget tehdt
a Nobel-dijas Ashkin, a Bell Laboratérium kutatéja mutatta ki. A
nevéhez fliz8dik az optikai manipuldcié szinte minden fontos
dgdnak leirdsa, bevezetése.

Az els6 1épés a dielektromos részecskék fékuszdlt fény dltali
mozgatdsa volt vizben és levegGben — erre 1970-ben kertiilt sor. A
részecskék alapveten a fény terjedésének irdnydban mozognak.
Ashkin azt is kimutatta, hogy a terjedési irdnyba mutaté un. sz6-
rdsi erén kiviil fellép egy, a fényintenzitds gradiensének irdnyd-
ba mutatd, ezért gradienserének nevezett erd, amely a nyaldb-
ban tartja a kornyezeténél nagyobb torésmutatdji részecskéket.
Ebben az 1970-es, forradalmi kozleményben azt is megmutatta,
hogy egymdssal szemben haladé fékuszdlt nyaldbokkal a részecs-
kék hdromdimenzids csapddzdsa is megvaldsithatd. A csapdd-
zds technikdjéban fontos mérfoldkd a gytjt8lencsés megoldds:
elegenden nagy numerikus apertrdji mikroszkdép-objektivek-
kel lehet olyan fékuszt 1étrehozni, amelyben a gradienserd meg-
haladja a szdrdsi er§ nagysdgdt, vagyis csapddzds érhetd el. Ezt
1986-ban kozolték le. Jelenleg ez a kivitel a legszélesebb korben
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haszndlt elrendezés — bar mds elrendezéseknek is van létjogo-
sultsdga.

Fizikusként el§szor fizikai alkalmazdsok felé fordult a tudds
érdeklgdése. Igen hamar felvetette két rendkiviil fontos fizikai al-
kalmazds lehet§ségét: 1978-ban arrdl irt, hogy a lézer fénynyo-
mdsa alkalmas atomok csapddzdsdra. 1979-ben pedig azt vetette
papirra, hogy a csapddzé fénnyel lehetséges a csapddzott atomok
megfelel§ lassitdsa is, vagyis a direkt hités. Ez utébbi hatds azon
a szellemes otleten alapul, hogy a csapddzé fény és a csapddzott
atom rezondns kolcsénhatdsdt a részecske h6mozgdsa moduldlja
a Doppler-effektus révén, igy tobb irdnyu csapddk frekvencidjd-
nak (hullimhosszdnak) megfelel§ hangoldséval elérhetd, hogy a
kiilonboz§ irdnybdl jové fénynyaldbok mind lassitsédk a csapdd-
zott atomot, vagyis hémérsékletének a csokkenését eredményez-
zék. E korai, atom- és molekulafizikdra vonatkozé alkalmazdsok
furcsa médon nem szerepeltek a Nobel-dij indokldsdban. Vald-
szintileg ennek az az oka, hogy a két emlitett alkalmazdsnak (a
1ézeres hiitésnek, ill. atomcsapddzdsnak) két kordbbi fizikai No-
bel-dijban mdr kulcsszerepe volt. Az 1997-es fizikai Nobel-dijat S.
Chu, C. Cohen-Tannoudji és W. D. Phillips kaptdk a 1ézeres atom-
csapddzds és hiités megvaldsitdsdért. A 1ézeres hiitéssel sikeriilt
egy mikrokelvin fokndl alacsonyabb hdmérsékletet elérni. Steven
Chu kordbban Arthur Ashkin munkatdrsa volt a Bell Laboratdri-
umban, néla ismerkedett meg az optikai csapddzdssal. Nem sok-
kal késébb, 2001-ben szintén rokon munkdt jutalmaztak Nobel-
dijjal: E. A. Cornell, W. Ketterle és C. E. Wieman érdemelték ki
dontden a Bose-Einstein-kondenzdtum létrehozdsdért — e kisér-
letekben is kulcsszerepe van a lézeres csapddzdsnak és htitésnek.
Még az 1920-as években posztuldlta Bose és Einstein, hogy ha
egy bozongdz atomjai nagyon lehtlnek, hulldimfiiggvényeik dtfe-
désével djfajta anyagot képeznek, ez a Bose—Einstein-konden-
zdtum, és ezt sikerilt létrehozniuk a kittintetett tudésoknak. Te-
kintve, hogy e két emlitett kordbbi Nobel-dij Arthur Ashkin ,ta-
ldlmdnyan” alapult, a szaktertilet dltaldnos véleménye szerint ne-
ki is a kitiintetettek kozott kellett volna szerepelnie akdr mind a
két esetben.

Azt mondhatjuk, hogy a jelenlegi dij mintegy a kordbbi mell§-
zések kdrpdtldsa is — mindenesetre az idei Nobel-dij rd vonatkozé
részében az indoklds a bioldgiai alkalmazdsokat hangsulyozza.
Szerencsére az optikai csapddzds olyan nagy horderej felfedezés,
olyan széles korben alkalmazhaté kiilonleges hatékonysdggal,
hogy a jelek szerint egy harmadik fizikai Nobel-dijat is generalt.
Ezek alapjdn a bioldgiai alkalmazds is Arthur Ashkin nevéhez ko-
tédik: § ismerte fel el§szor, hogy bioldgiai mikrorészecskék is
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