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1. Uvod

Enzimi, katalizatori kemijskih reakcija u bioloSkisustavima, srediSnje su molekule
svakog biokemijskog procesa. Njihova golema kat&bt ma:, visok stupanj specifnosti i
rad u blagim uvjetima temperature i pthe ih nezamjenjivima u gotovo svim sté&mm
reakcijama. PokuSaji da se u laboratorijskim umeatiimitiraju takvi maéni biokatalizatori
nije nova — Polgar i Bender jo§ su 1966. modificiraktivno mjesto subtilizina
transformacijom katalitkog serina u cistein. Samo neki od raznovrsnihtype dizajnu
umjetnih enzima obuh¢aju modifikacije aktivnih mjesta prirodnih enzimajntetske
polimere s katalitikom funkcijom, enzimske kofaktore pvrscene za umjetnu proteinsku ili
ugljikohidratnu strukturu ili spajanje viSe domemaznovrsnih proteina u funkcionalnu
kataliticku jedinicu (Breslow 2005). Jedni od najvaznijipava umjetno stvorenih enzima su
kataliticka antitijela ili abzimi — molekule imunoglobulineoje imaju vlastitu katalitiku
aktivnost. Spektar reakcija koje takvi enzimi mokatalizirati je Sirok — osim Sto vrlo
uspjeSno mogu poprimiti funkciju prirodnih enzimé&atalizirati vé& poznate reakcije, prava
vrijednost takvih molekula lezi ginjenici da se mogu koristiti za ubrzanje reakéige se
rijetko ili nikad ne dogdaju u prirodi. Osim toga, pojedina antitijela moggl dizajnirati na
n&in da pokazuju visok stupanj stereoselektivnost, khtaliziraju reakcije koriste
nekonvencionalne kofaktore ili da se iz istih stgist zbog stabilizacije razitih oblika
prijelaznih stanja dobiju neéekivani produkti. Katalitka ma abzima je velika i pruza

goleme mogénosti za razvoj ne samo u domeni kemij& mamedicine.
2. Antitijela

Antitijela ili imunoglobulini glavne su komponenkeimoralne imunosti te proizvod B
limfocita. Sudjeluju u imunoloskom odgovoru organe specitnim vezanjem za antigenske
determinante, epitope, prilikofega dolazi do neutralizacije antigena, aglutinaégstica,
precipitacije topljivin antigena te aktivacije kolamentskog sustava (Andrdisur. 2010).
Antitijela su graena odcetiri polipeptidna lanca, dva teSka i dva lakaceameusobno
povezana disulfidnim vezama u protein koji naliksl@vu Y. Ti proteini su simetmi i imaju
dva vezna mjesta za antigen (paratope), a nalara determinusu ulomka FalgAndreisi
sur. 2010). Interakcije antitijela i antigena su neKewine, reverzibilne i priéino jake, s

konstantom disocijacijek) u rasponu od IHdo 10™ M, koja je rezultat raznih ionskih, van

! Razgradnjom antitijela bilinom proteazom papainarhidaju se tri ulomka: dva idetitia Fab (engffragment
antigen binding te jedan Fc (engfragment crystallizable



der Waalsovih, hidrofobnih interakcija ili vodikdviveza izméu epitopa i paratopa (Rao |
Wootla 2007, Nelson i Cox 2008).

2.1. I1zvor razli¢itosti imunoglobulina
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Slika 1. V(D)J rekombinacija i sazrijevanje antitijela. Preuzetolagadeno iz Yin i Schultz (2005).

Posebnost imunolosSkog sustava je miogst prepoznavanja gotovo svakog antigena
koji dolazi u dodir s imunoloSkim sustavom patuspecifénih antitijela — u svakoj jedinci je
prisutno oko 1B razlicitih antitijela koja mogu prepoznatak 10" antigenskih determinanti
(Rao i Wootla 2007, Andreissur. 2010). Pitanje na koji k& je organizam sposoban stvoriti
toliko golemi spektar razlitih proteina iz ograene koltine genetskog materijala u stanici
dugo je vremena pobivalo znanstveni interes. Teorija zametne lozea kejpretpostavljala
da genom sadrzi sve gene potrebne za svakd@itazintitijelo, te teorija somatske mutacije,
koja je pak tvrdila da je broj imunoglobulinskihngeskroman ali su oni podlozni mutacijama,
odbaene su jer je potpuno objasnjenje fenomena razsililantitijela dao model somatske
rekombinacije (Gearhart 2006, Andreisur. 2010). Taj model srusSio je dotad dogriati
tvrdnju genetike da jedan gen nuzno kodira za jepalipeptid jer je dokazano da su
polipeptidni lanci antitijela kodirani ponda viSe gena — tri za lakedetiri za teSke lance (sl.
1). Varijabilni dijelovi lakih lanaca kodirani stegima V (englvariable) i J (engl.joining),
dok za konstantni dio lanca kodira C gen (ewrghstan). TeSki lanci kodirani su na &in
n&tin kao i laki lanci — razlika je tetvrtom genu D (engdiversity) koji se umée izmeiu V i
J gena. Na kromosomu postoji vise gena za svalpalipeptidnog lanca — primjericéovjek



posjeduje oko 100 V, 30-tak D i 6 J gena za tedkat antitijela (Andreis sur. 2010).
Djelovanjem V(D)J rekombinaza u procesu sazrijexaBj limfocita geni se nasutmo
prespajaju i naposlijetku formiraju niz V-J-C z&da odnosno V-D-J-C za teSke lance.
Somatska rekombinacija stoga sesto u literaturi spominje i pod nazivom V(D)J
rekombinacija. Osim mnoStva gena V, D i J zametze te njihove rekombinacije, ragtost
antitijela je dijelom rezultat djelovanja terminalrdeoksinukleotidil-transferaze koja na
mjestima lomova dodaje do 15 nastna poredanih nukleotida, somatske hipermutabilnosti

gena te kombiniranja teskih i lakih lanaca u istlekulu antitijela (Andreis sur. 2010).

Slicnosti izmeu sazrijevanja antitijela i evolucije enzima sungs Oba procesa
ukljuéuju rekombinacije, ttkaste mutacije i duplikacije gena u sprezi sa pooeselekcije u
kojem su iz golemog spektra ratih proteina izdvojene molekule Zeljenih karaksékia
(Yin i Schultz 2005). Kljdne razlike leze u prostoru i vremenu na kojima wa@ugija tih
molekula dogda. Evolucija enzima odvija se milijunima godina;okicija antitijela traje
samo nekoliko tjedana. Selekcija enzima odvija&®a prostoru cijele populacije; antitijela
pozeljnih karakteristika biraju se u jednoj jedifgglinci. Dakle, stvaranje antitijela posjeduje
karakteristike evolucijskog procesa, ali u puno jaemnopsegu u usporedbi s evolucijom

drugih molekula. Stoga se sazrijevanje antitijet@ensmatrati ,,evolucijom u malom?*.
3. UspjesSnost enzima kao katalizatora

Enzimi su makromolekule,
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nagese proteini, koje kataliziraju
neku kemijsku reakciju tako Sto
smanjuju njenu energiju aktivacije —
razliku energija osnovnog i prijelaznog

stanja. Prijelazno stanje nije stabilna

Slobodna energija, G

kemijska forma, vé struktura u tijeku

kataliticke reakcije iz koje je prijelaz u

Reakcijska koordinata supstrat ili u produkt jednako

vjerojatan (Nelson i Cox, 2008).

Slika 2. Slobodna energija sustava u ovisnosti ?\l ., ..
ajveta prepreka svake kemijske
tijeku kemijske reakcije S— P. Preuzeto i . .. _
_ _ _ reakcije je energetska barijera koja se
prilagadeno iz Nelson i Cox (2008). o . _
pojavljuje u prijelaznom stanju (sl. 2).

Linus Pauling (1948) naglaSavao je



vaznost komplementarnosti enzima i prijelaznog jatan katalizi, na taj rian pobijajLei
prijasnje shvéanje Fischera (1894) koji je tvrdio da je za katalkljutna komplementarnost
izmedu enzima i njegovog supstrata. Vezna energija kagete iz interakcije enzima i
prijelaznog stanja smanjuje energiju aktivacijep & posljedicu ima povanje brzine
katalizirane reakcije. Dakle, za uspjeSnu katafiatrebna je stabilizacija prijelaznog stanja u
aktivnom mjestu enzima, prilikorsega dolazi do osloldanja vezne energije, smanjivanja

energije aktivacije i ubrzavanja kemijske reakcije.

Nelson i Cox (2008) napominju kako je razlika izinespecifénosti i katalize tesko
razlwiva — oba fenomena zahtijevaju optimalno poziciamé funkcionalne grupe koje
formiraju viSestruke nekovalentne interakcije izimeenzima i molekule. Kao Sto je &ve
navedeno, spectinost antitijela dituje se u vezanju epitopa antigena za odgovérparatop
antitijela. UzevsSi u obzir t¢injenicu, namée se pitanje: zasto antitijela nemaju katekiti
aktivnost? Osnovna je razlika u vrsti molekule zgukje odrgeni protein specifian.
Antitijelo se veZze za antigensku determinantu, istabmolekulu i ekvivalent supstrata u
enzimatskoj reakciji, dok enzim ostvaruje najvieroj interakcija s nestabilnim prijelaznim
stanjem katalizirane reakcije. 1z navedenog jegada su katalitika antitijela mogtia ako se
specifenost vezanja usmjeri prema prijelaznom stanju, @neena supstratu reakcije. Tu je

misao prvi formulirao William Jencks (1969, p. 288)

»,Ako komplementarnost iznfe aktivhog mjesta i prijelaznog stanja zamo pridonosi
enzimatskoj katalizi, konstruiranjem takvog aktiynanjesta trebalo bi biti mogde
sintetizirati enzim. Jedan di@ da se to postigne je stvaranje antitijela za teapkoji nalikuje
prijelaznom stanju Zeljene reakcije. Vezno mjesavih antitijela trebalo bi biti
komplementarno prijelaznom stanju i uzrokovati abje tako Sto prisiljava vezani supstrat

da nalikuje prijelaznom stanju.”

Hapteni, koje Jencks spominje, male su molekule lsgime za sebe nisu sposobne
izazvati imunoloSki odgovor. Kako bi hapteni (u avslwaju analozi prijelaznog stanja)
potaknuli stvaranje spedaifiih antitijela, potrebno ih je vezati za prikladmes&e (Andreisi
sur.2010).

Medutim, iako zasluga za ideju o abzimima doista mtgdencksu, prva katadikia
antitijela proizvedena su u laboratoriju tri godirenije kada je Slobin (1966) primijetio
hidroliticku aktivnost z&eg antitijela protivp-nitrofenilnog estera. Napokon, ne smije se

zaboraviti da nastanak katalkih antitijela nije iskljgivo ogranéen na kontrolirane
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laboratorijske uvjete — pokazano je da prirodniimbzisu neobina pojava u sistemskim
autoimunim bolestima. Antitijela koja hidrolizirajDNA i RNA izolirana su iz seruma
pacijenata koji boluju od sistemskdgpus erythematosusdok je u sldaju krontnog
bronhitisa detektirano antitijelo koje hidrolizidP (engl.vasoactive intestinal peptipiéAli i
sur. 2008).

4. Dizajniranje haptena
4.1. Analozi prijelaznih stanja

lako u osnovi jednostavna ideja, umjetna proizvadfynkcionalnih katalitikih
antitijela i dalje predstavlja velik izazov. Napze prepreka ostaje dizajn analoga prijelaznih
stanja. Kao Sto je venaglaseno, prijelazno stanje nije definirana malekves hipotetska
struktura, ¢esto s nepotpuno formiranim kemijskim vezama, ksgapojavljuje u tijeku
kemijske reakcije u trenutku kad je slobodna Gibhsenergija najvisa (Blackburn i Gargcon
2000). Stoga je poznavanje strukture takve kemiigk®e iznimno tesko, podlozno ragtim
interpretacijama ¢esto rezultat indirektnih zakljaka donesenih na temeljucsiih kemijskih
reakcija. U nekim skajevima, za pratavanje strukture prijelaznih stanja koriste se ilehn
laserske femtokemije ili kalkulacije molekulskihbdala (Blackburn i Gargcon 2000). Kao
nagovjeStaj mogie strukture prijelaznog stanja mogu posluziti rgakc intermedijeri.
Intermedijeri su sve molekule u tijeku kemijskek&pe koje traju dulje od jedne molekulske
vibracije, 10" sekundi (Nelson i Cox 2008). Dakle, iakesto traju vrlo kratko, njihova
struktura je, za razliku od prijelaznih stanja, otgunosti definirana. Stabilizacijom
reakcijskih intermedijera i koriStenjem spektrosgkip tehnika moze se odrediti struktura
takvih molekula (Blackburn i Garcon 2000). &#im, ne smije se smetnuti S uma da
intermedijeri nisu prijelazna stanja te mogu potiyddino indikacije o njegovoj strukturi, ali
ne i¢vrste dokaze. Dodatnu komplikaciju predstavljaiveoj intermedijera u tijeku kemijske
reakcije. Hammondov postulat u tom &ju predviia da prijelazno stanje strukturom vise

nalikuje onom intermedijeru koji ima viSu slobod@ibbsovu energiju (Hammond 1955).

Naravno, ¢ak i ako se s velikim stupnjem vjernosti uspije imiedti struktura
prijelaznog stanja, problem predstavlja dizajn agal koji bi dovoljno vjerno prikazivao
prijelazno stanje, ali za razliku od njega zadrtabilnost struktureCak i najmanja razlika
izmedu prijelaznog stanja i njegovog analoga pridonosaigjenoj dinkovitosti katalittkog
antitijela da katalizira kemijsku reakciju (Hilve®005). Vrlo detaljno poznavanje tijeka

kemijske reakcije neophodno je za uspjeSnu konsijrukunkcionalnih analoga prijelaznih
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stanja — stoga ni ne iznehge da je véina reakcija za koje su uspjesno proizvedena
kataliticka antitijela jednostavna i s malim brojem realkghskoraka i supstrata (Blackburn i
Gargon 2000).

Prvi uspjesi u proizvodnji kataldkih antitijela vezani su uz katalizu hidroditih
reakcija uz uporabu analoga tetraedarskog intefjpradkao haptena. Pollagksur. (1986)
proizvode antitijelo MOPC167 koje hidrolizigagnitrofenilkarbonat, dok Tramontanosur.
(1986) izvjeStavaju o monoklonskom antitijelu sgmsom hidrolizirati karboksilne estere.
Cak i danas, reakcije prijenosa acilne skupine osfajine od najpraiavanih kemijskih
reakcija i razlog zasto je velik dio istrazivanjatdditickih antitijela baziran upravo na njima
(Blackburn i Garcon 2000). ¥ma takvih reakcija ukljtuje dva kljwna koraka: adiciju
nukleofila, vrlo¢esto molekule vode, te odlazak visokoenergetsleamd skupine. Koraci su
odijeljeni tetraedarskim intermedijerom koji strukdm nalikuje prijelaznom stanjuciji su
analozi posluzili za dobivanje funkcionalnih katigkih antitijela u reakcijama hidrolize
alkilnih i arilnih estera, karbonata, i die, amida (Hilvert 2005). Osim tetraedarske struktur
vazna zn&jka analoga takvog intermedijera je negativni pabolekule koji osigurava
uspjesnu katalizu ovakvih kemijskih reakcija. Najnwvrdeno je da je jedno od kkuaih
obiljezja prirodnih esteraza i peptidaza oksiarkansdubina — prostor u aktivnom mjestu koji
vodikovim vezama s amidnim skupinama dvije peptigdeege enzima stabilizira oksianion
tetraedarskog intermedijera (Nelson i Cox 2008jerkikcije izmdu molekule i enzima
smanjuju energiju aktivacije te na tajémaubrzavaju kemijsku reakciju. Stoga, kako bi se u
aktivnom mjestu katalitkog antitijela formirala oksianionska udubina, pbimo je kao

hapten koristiti molekulu negativnog naboja.

Kao najprikladniji analozi tetraedarskog intermedij pokazali su se spojevi koji u
svojoj strukturi sadrze fosfor (Blackburn i Garc2®00). Prvi uvjet — stabilnost haptena — je
upotrebom takvog analoga zadovoljen jer fosfatsfdénati formiraju stabilnu tetraedarsku
strukturu. Negativni naboj potje iz visoko polarizirane P=0 veze — elektronegdtikisik
(EN = 3.5) j&e priviati elektrone od fosforaEN = 2.1), pricemu dolazi do premjeStanja
negativnog naboja blize atomu kisika (Silberber@20 P=0 veza ima joS jednu prednost:
duljinom od 1.521 A bliza je duljini C---O vezejekznog stanja (oko 2.1 A) od kenC-O
veze tetraedarskog intermedijera (oko 1.3 A) (Bdviaisur. 1994).

Jedan od tignih predstavnika ovakve katalize je 48G7, antiijgbmplementarno
haptenup-nitrofenilfosfonatu koje ubrzava hidrolizu odemih estera 1.6 - 10a karbonata 4



. 10 puta (Hilvert 2005). Kataliza 48G7 antitijela ri¥ao je jednostavna i temelji se na
nukleofilnom napadu hidroksida na karbonilni uglgkpstrata (sl. 3a). Kristalna struktura
antitijela sa i bez vezanog haptena otkriva possfibnaktivnog mjesta koje doprinose
uspjesnoj katalizi (Wedemayesur. 1997). Kao Sto je prikazano na slici 3b, dva atémsika

u haptenul) rezonancijom dijele negativni naboj te su stoga stabilizirana nekovalentnim
interakcijama s aminokiselinama u aktivnom mjestzima. Jedan fosfonilni kisik je
stabiliziran bénim ograncima tirozina (TYf% i arginina (Arg®), dok drugi ostvaruje
vodikove veze s himim ogrankom histidina (Hi§) i amidnom skupinom tirozina (TYt)
peptidne okosnice (Hilvert 2005). Miatim, pojedingne aminokiseline u 48G7 nisu dobri
stabilizatori oksianiona tetraedarskog intermedij&to pokazuje smanjerkg: samo 3 do 30
puta u sldaju mutacija na pozicijama H33, H35 i L96. U usplitnie uklanjanje samo jednog
asparagina iz oksianionske udubine proteaze szibéliuzrokuje smanjenjes ¢ak 16 — 16
puta (Hilvert 2005).

b)

R = -(CH2)4CO%" O\Q:\\O [ \//

Slika 3. a) Hidroliza arilnog estera katalizirana 48G7 antitijeldm.Prikaz aktivhog mjesta 46G7
antitijela s vezanim haptenom. Istaknute su aminokiseline Kajkiliziraju prijelazno stanje.
Preuzeto i prilagdeno iz Hilvert (2005).

4.2. Metoda mamca i zamjene

Drug&iji pristup stvaranju pogodnih haptenskih molekulaodnosu na dizajniranje
analoga prijelaznih stanja predstavlja metoda mamaajene (prema endait and switch
Dobra trodimenzionalna struktura haptena bith&jesigurava da prijelazno stanje pristaje u

udubinu aktivhog mjesta antitijela, ali za uspje&atalizu sama po sebi nije dovoljna. Kao



Sto je vé prikazano na primjeru oksianionske udubine u Hitilt&im reakcijama, pravilan
raspored naboja u aktivnom mjestu antitijela ddju je za stabilizaciju prijelaznog stanja i
posljedtno smanjenje energije aktivacije. Kao ,mamac” kibrie hapten — modificirani
supstrat koji sadrzi nabijene skupine raspen® tako da imitiraju pretpostavljeni obrazac
naboja prijelaznog stanja. KoriStenjem takvog hapt&ao antigenacekuje se nastanak
antitijela koje u svom aktivnom mjestu ima aminakise sposobne stabilizirati naboj
antigena — a s njime i prijelazno stanje Zeljerekege. Pretrazivanje populacije antitijela
kako bi se pronasla ona s katgkthm funkcijom ukljiuje ,zamjenu“ haptena za supstrat i
detekciju produkta kemijske reakcije (BlackburnarGon 2000).

Prvi uspjeh u proizvodniji
katalitickih  antitijela metodom (0 o .
mamca i zamjene zabiljezili si m)L _ D/\\)k w
Shokat i sur. (1989) kada su e’ % A P L G
v % S

upotrebom pozitivno nabijeno
B-fluoroketon — —

haptena Z%) uspjeli proizvesti

antitijelo 43D4-3D12 koje je Chg
- o Jeacaet

kataliziralo reakciju B-eliminacije . op b

— uspjednu eliminaciju HF iz 2f:

antitijelo s negativno nabijenim karboksilatom u aktivnom mjestu

molekule B-fluoroketona pricemu
je kao produkt dobivenaB- slika 4. Eliminacija flourovodika iz p-fluoroketona
nezasteni keton (sl. 4). 1zdvajanje katalizirana 43D4-3D12 antitijelom. Preuzeto i prildgoo
protona iz molekule supstrata iz RaoiWootla (2007).

reakcijama eliminacije obno je

rezultat prisustva karboksilata, dmoh lanaca aspartata ili glutamata, u aktivnom mjes
enzima. Kasnijim istraZivanjima doista je p@®na prisutnost glutamata (Gl u aktivnom
mjestu antitijela (Shokat sur. 1994). Dakle, koriStenjem pozitivno nabijenog hapte
potaknuto je stvaranje antitijela s negativno reatmm aminokiselinom u aktivnom mjestu

koja je imala srediSnju ulogu u katalizi reakdjeliminacije.
4.3. Entropijske zamke

Prilikom dizajniranja haptena, ne smije se zabdraxznost kontrole translacijske i
rotacijske entropije prijelaznog stanja u aktivnomestu enzima (Blackburn i Garcon 2000).

Najvaznije funkcije antitijela koja djeluju kao eopijske zamke (englentropic trap$ su
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zarobljavanje dva supstrata u aktivnom mjestu, agiggje optimalne udaljenosti i orijentacije
supstrata za reakciju te efikasno otpusStanje priadik aktivnog mjesta nakon dovrSene
kemijske reakcije (Tremblaysur. 2001). Prednost pravilno orijentiranih i bliskospavljenih
supstrata u odnosu na slobodne supstrate u ofeg@sna: vjerojatnost da se dva supstrata u
otopini sudare u pravilnoj orijentaciji te da sudaude dovoljno jak za prijelaz preko
energetske barijere reakcije je malena. Uspostgelja viSestrukih nekovalentnih interakcija
enzim moZe vezati molekule supstrata u povoljnosfornoj orijentaciji i na odgovarajoj
udaljenosti te na taj dan osigurati povéanje brzine reakcije za nekoliko redova ¥ela
(Nelson i Cox 2008). Inhibicija produktom moze s&dljati problem ako su prijelazno
stanje i produkt reakcije vrlo shi - produkt ostaje vezan snaznim interakcijamarzam Sto

sprjgava vezanje novih supstrata u aktivho mjesto.

Antitijela kao entropijske zamke dobivaju posebneliku vaznost u reakcijama
cikloadicija, posebno u Diels-Alder reakcijama gdjeni i alkeni ¢esto nazivani dienofili)
daju cikloheksenski produkt (Rao i Wootla 2007).zNast ovih reakcija lezi u dobivanju
Sirokog spektra cikikih produkata visoke regio- i stereoselektivhostlagim reakcijskim
uvjetima (Osa sur. 2003). Metutim, prirodni enzimi koji kataliziraju Diels-Aldereakcije su
malobrojni i do nedavno smatrani nepostoje — solanapiron-sintaza i makrofomat-sintaza
su jedne od rijetkih Diels-Alderaza dobivenih izrpde (Katayamasur. 1998, Oikawa sur.
1999). Diels-Alder reakcije pripadaju skupini pédicikin reakcija — usklidenih reakcija s
prijelaznim stanjem cikéke geometrije. Orbitale prijelaznog stanja strogoaspordene, Sto
kao posljedicu ima visoku entropiju aktivacijgS) koja se krée u vrijednostima izmei
-125 i -170 J K mol* (Schultz i Lerner 1995). Potreba za enzimima kejiakiziraju takve
reakcije rodila je ideju o upotrebi katadkih antitijela za katalizu procesa koji se rijeti#io
nikada ne dogtaju u prirodi.

o)

. h

C £ A /’T\>_
N — 4\ Ab 39,A11 || N—{ ,)—NHAc
| e + B vN—<\ /5>—NHAC - Y\‘\i N4
HN. ~0~-C02 N “0,6_~_NH O
ﬁof 5 Lo
o
A o
i\//ix " H—nes
o AN
= ozc\/om/ NH O

0 3

Slika 5. Diels-Alder reakcija katalizirana 39, All antitijelom. Pretozi prilagaleno iz
Tremblay i sur. (2001).
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Jedan od uobajenih primjera katalize Diels-Alder reakcije preddja adicija
aciklickog dienaN-fenilmaleimidu, pricemu nastaje cikloheksenski produkt (sl. 5) (Braiste
Schultz 1990). Za proizvodnju katatiiog antitijela 39, A11 koriSten je hapte3) paziran na
biciklo[2.2.2]oktenu s dodanim hidrofobnim etano stwn. Most strukturno nije dio
prijelaznog stanja, ali je dodan haptenu kako ksifao cikloheksenski prsten u visoko
organiziranu i rigidniendokonformaciju koja se pojavljuje u prijelaznom star€injenica da
etano most ne postoji kod produkta reakcije pretdjatgosS jednu prednost — aktivno mjesto
antitijela slabije veze nastali cikloheksen, Stonimizira inhibiciju produktom tecini

proizvedeno antitijelo dinkovitijim katalizatorom (Schultz i Lerner 1995).

Gouverneurn sur. (1993) uspjesno st

proizveli katalittka antitijela koja kataliziraju Ho,e ML \N .

Diels-Alder reakciju s visokim stupnjen ’ ol

enantioselektivnosti (sl. 6). Cikloadicijeans
1-N-acilamino-1,3-butadiena na NN ' . S/
dimetilakrilamid u nekataliziranim uvjetime O
daje smjesuendo i exo produkta u odnosu _i_ \ ().
85:15. Maeiutim, koriStenjem konstruiranit Oy N
antitijela za katalizu postigla se impresivr | \ O 8
enantioselektivnost reakcije & od 98% 7 - |

(Tremblay 1 sur. 2001). Kao analog

prijelaznog stanja ponovno je KkoriSte i g

biciklo[2.2.2]okten — za dobivanje antitijeli
_ ] ] ) Slika 6. Diels-Alder reakcija cikloadicije trans-
koje dajeendoprodukte amido skupina alken o _
1-N-acilamino-1,3-butadiena na N,N-

okrenuta je prema orbitalama dienad), dok dimetilakrilamid pri¢emu nastajexoili endo

produkt. Antitijela 7D4 i 22C8 imaju visoku
(5) s amido skupinom okrenutom od istth  gteregselektivnost. Preuzeto i prildgao iz

je za dobivanjeexo produkta koriSten hapter

orbitala (Schultz i Lerner 1995). Tremblayi sur. (2001).
4.4. Desolvatacija supstrata

Prelazak supstrata iz vodenog medija u hidrofalitalinu u nekim sléajevima moze
biti snazan pokretakemijske reakcije. Supstrati koji su u vodenojpmd stabilizirani
vodikovim vezama mogu prelaskom u manje polarndiokgostati nestabilni. Nestabilnost

supstrata u aktivnom mjestu preferentno se rjegagimskom molekule u formu prijelaznog
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stanja stabiliziranog interakcijama s aktivnim nges enzima (Blackburn i Gargon 2000).
Ubrzanje reakcija ovakvog tip&sto je vrlo veliko i ogrageno jedino kokinom vezne

energije potrebne za prisiljavanje supstrata uatbéstirajucu sredinu (Hilvert 2005).

Klasi¢an primjer ubrzanja kemijske reakcije izazvan des@lcijom supstrata je
Kempova dekarboksilacija 6-nitro-3-karboksibenzgadola (Kemp 1970). Anioni
karboksilne kiseline nestabilni su ako su okruzetapalom s kojim ne mogu stvarati
vodikove veze. Posljedica takve destabilizacijgéQeputa brza dekarboksilacija u usporedbi s
reakcijom u vodenom mediju (Blackburn i Garcon 200@nat@ obe&avajwim
predvidanjima, dobivena antitijela za reakcije Kempove atbkksilacije poltila su manji
uspjeh od dekivanog — antitijelo s najboljim katatitim sposobnostima, 25E10, ubrzavalo je
reakciju tek 2 - 1Dputa (Lewis sur. 1991).

5. Upotreba neobénih kofaktora

Mnoge enzimatske reakcije proteinski dio enzimanmaze sam katalizirati i one
zahtijevaju dodatne kofaktore kao Sto su flavinkotinamidi, piridoksali ili metalni ioni.
Osim kofaktora koji se pojavljuju kod prirodnih @mz, postoji niz drugih spojeva koji se
mogu Kkoristiti u laboratoriju za isti tip kemijskireakcija. Manja cijena i jednostavnost
uporabe takvih spojeva potaknuli su istrazivanjmjesena prema dizajnu antitijela koja ih

mogu koristiti u katalizi u zamjenu za uéajene enzimske kofaktore (Schultz i Lerner 1995).

Nakayama i Schultz (1992) kreira'i
su antitijelo sposobno katalizirati redukcij mR — mk
a-keto amida w-hidroksi amid uz uporabt 0N 0 ~  onN OH
NaBH;CN umjesto uoldiajenog NADH ili
NADPH kofaktora (sl. 7). KoriSteni hapte! /; \/\/\)Loa
(6) oponasao je tetraedarsku struktu oz.\-/© o

prijelaznog stanja koja je posljedic

nukleofilnog napada hidrida na karbonilni

. . Slika 7. Antitijelom katalizirana redukcija ketona
ugljik supstrata. Visok stupan J )

) ] ) ] ) u alkohol uz NaBHKHCN kofaktor. Preuzeto i
enantiospecitinosti rezultat je kiralnog _ _
' . o o prilagadeno iz Schultz i Lerner (1995).
aktivnog mjesta antitijela koje je sposobr
razlikovati  razléite strane prokiralnog

supstrata (Schultz i Lerner 1995).
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6. Kataliti ¢ka antitijela kao terapeutici

Moguénosti upotrebe katalitkih antitijela u medicini su goleme i, nazalos tea
zatetku. KoriStenje abzima u aktivaciji antitumorskjekova ve je danas u Sirokoj upotrebi,
dok su cjepiva koja se baziraju na anti-kokainskamtitijelima u uznapredovaloj fazi
istrazivanja. Uz to, abzimi bi se mogli pokazatokalo korisni terapeutici u detoksifikaciji, u
uniStavanju mikroorganizama i virusa, kao ublagingmtoma genetskih oboljenja dak kao
korisno sredstvo u borbi protiv debljine (Asur. 2008).

6.1. Anti-kokainska antitijela

Trenutno najaktualnija™ \ gy
medicinska istrazivanja koja korist
ey g QfH
kataliticka antitijela u terapeutske OCH, N o
katallzator
svrhe vezana su uz ,anti-kokainsk + HO
OCH,

cjepiva“. Dva glavna pristupaine O—C

temelj ovih istrazivanja: pasivn:

imunizacija vé proizvedenim

katalitickim antitijelima (Normani  gjika 8. Reakcija hidrolize kokaina. Preuzeto i prildgno
sur. 2014) i poticanje stvaranjé¢ iz Zhan (2006).

prirodnin abzima u krvotoku

pacijenta ubrizgavanjem haptena norkokaina (Orsenr. 2013). U oba skaja, nastala
kataliticka antitijela sposobna su hidrolizirati kokain inbeilecgonin i ecgonin-metilni ester
(sl. 8), produkte bez toksiog i opojnog djelovanja (Rao i Wootla 2007). Ugdazanjem
gotovih antitijela dolazi do brze razgradnje kolkairoslobdaanja kokainskih receptora, sto je
osobito bitno u skajevima predoziranja. Prirodna kata&l@ antitijela imaju sporije
djelovanje, ali mogu biti osobito korisna u &jevima kronine ovisnosti. Klintka
istrazivanja dinkovitosti ovakvih cjepiva na ljudskim i zivotirkBn modelima su u tijeku, te
iako su dobiveni rezultati obavajwi, glavna kritika proizlazi iz¢injenice da se potpuna
razgradnja kokaina moZe zaébuzimanjem véih doza droge. Takier, razina antitijela u
krvotoku drastino pada dva mjeseca nakon imunizacije te je stagaelmo wdestalo
cijepljenje kako bi se razina anti-kokainskih ajgi& u organizmu odrzala stalnom (Hall i
Carter 2004).
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6.2. Aktivacija prolijekova

Unata Sirokom spektru dostupnit

tumorske
inaktivni

kemoterapeutika razitih djelovanja i :::i:r:‘i’r:‘:m D Femsim ) | prolijek
specifinosti, idealni lijek protiv tumora i / 1 \: ke
dalje ostaje neotkriven. Velika &host 5

6 o @
izmedu tumorskih i netumorskih stanic A

-

predstavlja glavni problem u selektivnol

uniStavanju zléudnih stanica. lako je

potraga za svojstvom karakteréstim Slika 9. Shematski prikaz ADEPT-a. Preuzeto i

samo za tumorske stanice ponudila broj Prilagodenc iz Wentworthi sur. (1995).

rjeSenja, nijedno od njih nije u potpunosti

eliminiralo problem Stetnih nuspojava koje se japjkada antitumorski lijekovi oStete i
netumorske stanice. Potreba za selektivnijim lye@ i smanjenom perifernom
citotoksiéno%u te otkrte antigenskih determinanti spe¢ifih samo za tumorske stanice
urodila je razvojem ADEPT-a (engintibody-directed enzyme prodrug therppyretman se
sastoji od dva koraka. Prvo se u organizam unasiekonjugiran na antitijelo speaifio za
tumorske antigenske determinante, a nakon Sto s@idat veze za tumorske stanice, slijedi
unos prolijeka (sl. 9). Kemoterapeutik postaje \afdn tek nakon Sto ga katalizira enzim
pricvrséen za tumorsku stanicu, Sto Znda aktivirani lijek djeluje samo u neposrednagili
ciljlane stanice. Takva lokalizacija antitumorskograpeutika osigurava &e efikasnost
uniStavanja zléudnih stanica i njegovu smanjenu perifernu citoi@ksst (Wentworth sur.
1995). Metutim, jedno od glavnih ogratenja ovakvog tretmana je imunogé&mst enzim-
antitijelo konjugata. Naime, kako je drea lijekova koriStenih u kemoterapeutici baktédag
porijekla, obéno se koriste i bakterijski enzimi da bi s&uwala specitinost reakcije (Alii
sur. 2008). Takve bakterijske enzime organizam prep@Rkap stranu tvar te stoga protiv
njih pokre&e nezeljeni imunoloski odgovor. RjeSenje problenanudila su katalitka
antitijela u obliku ADAPT-a (englantibody-directed abzyme prodrug therapymjesto
bakterijskih enzima, kao aktivatori prolijekova lste se visoko spectina humanizirana
kataliticka antitijela koja ne izazivaju imunoloSki odgowoljudskom organizmu (Wentworth
I sur. 1995). Satchi-Fainaro sur. (2002) dizajnirali su antitijelo 38C2 HPMA-kopolime
konjugat koje sadrzi dva raziia vezna mjesta — jedno se s velikom spé&wif&u veze za

antigenske determinante tumorskih stanica, dokalkagalizira aktivaciju prolijeka. ADAPT
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se trenutno koristi uz tradicionalne kemoterapeytik sve viSe dobiva na vaznosti i kao

samostalan antitumorski tretman.
7. Produkcija kataliti ¢kih antitijela

Dobivanje katalitkih antitijela ¢esto je mukotrpan i vrlo dugotrajan proces Kkoji
zahtijeva znanje kemije, imunologije, biokemije olekularne biologije. Detaljno poznavanje
tijeka kemijske reakcije kligno je za dizajniranje prikladnih haptena, no Blagkbi Gargon
(2000) naglasavaju kako je proces usprkos svemetinislucajeva neuspjeSan. Udhieno
je da se za imunizaciju haptenima vezanima naceokariste miSevi stari 8-12 tjedana.
Nakon Sto je utveno da je titar antitijela u krvi dovoljno visokz Zivotinje se izdvajaju
splenociti i fuzioniraju s mijeloma stanicama, $ezultira nastankom hibridoma stanica -
besmrtne statine linije koja je sposobna proizvoditi antitijel@ko 600-900 hibridoma
stanica se zatim pretrazuje za speéndi antitijela koja potencijalno imaju kataiku
aktivnost (Kubitz i Keinan 2005). Postoje dva ualpena pristupa za pretraZzivanje uzoraka na
prisutnost speci¢énih antitijela: poméu jednog se detektiraju sva antitijela koja se veadu
hapten, dok drugi otkriva katalitu aktivnost antitijela u uzorku. Za prvi pristupristi se
ELISA (engl.enzyme-linked immunosorbent agsaymolekulama haptena @rrs¢enima za
podlogu. Drugi pristup ziajno je bolji, ali ujedno i skuplji jer catElisangl. catalytic
ELISA zahtijeva antitijela specifina za produkt reakcije (sl. 10). Za podlogu se \segestrat

koji se izlaze djelovanju antitijele

. - S . . . supstrat produkt
dobivenih iz hibridoma stanica, a zatil katalizator )
se pomou drugog seta antitijele ‘ 9? g % l ? '3 P? l
detektira je li doSlo do nastank P 1
prOdUkta reakCije (Tanlk Sur. 1993) OBiistana entifose antitijela specifi¢na za
produkt

Ako je rezultat testa pozitivan detekcija
o . . L. obo;enja
hibridoma  stanice se izdvajajt E} P -~ ‘ q P I

subkultiviraju i koriste za masovnt

Slika 10. Shematski prikaz catELISA-e. Preuzeto i
prilagadeno iz Tawfiki sur. (1993).

proizvodnju monoklonskih kataldkih
antitijela.

Praiis¢enim abzimima biokemijskim se metodama ddije kinetika katalizirane
kemijske rekacije i specifnost, nakortega slijedi kristalizacija i oddvanje t@&ne strukture

aktivnog mjesta antitijela koriStenjem difrakcijezxaka. Napokon, metodama molekularne
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biologije, nage&e ciljanom mutagenezom, mogu se poboljSati katkéitsvojstva dobivenog

enzima (Blackburn i Gargcon 2000).
8. Ograniéenja i buduénost

Kao najbolji parametar za odiiganje katalittke efikasnosti enzima koristi se
konstanta specifnosti, k.o/Km, mjera brzine katalizirane transformacije supatmatprodukt
(Nelson i Cox 2008). Kinetki ,savrseni“ enzimi dostiZtk.a/Kn U vrijednosti izméu 1¢ i
10° Mt s, dok konstante speaifiosti prosjénih enzima iznose oko 10M™ s* (Bar-Eveni
sur. 2011). Metutim, najbolja katalitka antitijela imaju katalitku efikasnost manju i od
prosje&nih enzima: vrijednostkea/Knm kreéu se u vrijednostima tek oko 40 10* M™* s*
(Hilvert 2005). Jasno je da ovakve skromne kat#kti sposobnosti abzima predstavijaju
veliko ogranéenje u njihovoj praktinoj primjeni te ih je neophodno poboljSati kakovbliki

troSkovi i dugotrajnost njihove proizvodnje bilirapdani.

Kao joS jedno ogranenje katalittkih antitijela spominje se, iznefiguce, njihova
velika speciftnost. Naime, iako se ong&sto navodi kao pozeljna karakteristika enzima,
predstavlja prepreku u primjeni katailkih antitijela na podrgju organske sinteze. Velika
specifinost zahtijeva poseban oblik katalizatora za svakiiciti supstrat, dok bi poZeljnija
bila mogunost katalize kemijske reakcije neovisno o strukitoja okruzuje reakcijski entar
(Schultz i Lerner 1995).

Dostupnost i troSkovi proizvodnje ostaju velik pen u produkciji katalitikih
antitijela, Sto se u nekim slajevima rjeSava sustavima prekomjerne ekspresijedelima
kvasaca, bakterija i biljaka (Schultz i Lerner 1R98apokon, postavlja se pitanje mogu li
kataliticka antitijela oponaSati kompleksnija svojstva it enzima kao Sto je primjerice

alosteréka aktivacija.

Unat@ golemim mogdnostima primjene Kkatalitkin antitijela u najrazéitijim
podrjima biokemije, organske kemije, biotehnologijeniedicine, znanstvena zajednica je
s vremenom izgubila interes za abzime. Velika pi@ya o revoluciji u znanosti koju bi
donijela katalittka antitijela véinom su ostala neostvarena — veliki troSkovi, dragobst
proizvodnje te nezadovoljavae katalittke performanse predstavljale su preveliku prepreku
za daljnji razvoj ove tehnologije. Matim, prilika za njeno ozivljavanje pojavljuje sa n
podriju medicine gdje se katalita antitijela sporo ali postojano integriraju kaoapeutici

u lije¢enju tumora i ovisnosti. lako je teSko predvidjetce li budienost donijeti ponovni
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procvat tehnologije katalitkih antitijela, jasno je da abzimi otvaraju nebrgenogénosti za

primjenu i poboljSanje svih grana znanstvenih B#anja i biotehnologije.
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10. Sazetak

Kataliticka antitijela ili abzimi su imunoglobulini s vlagim katalittkom aktivnogu.
Kako bi se dobila antitijela sa svojstvima kataliwa, kao imunogeni koriste se hapteni koji
nalikuju na prijelazno stanje Zeljene reakcije.dfititka antitijela mogu se dizajnirati za Sirok
spektar kemijskih transformacija i ukduju katalizatore koji pokazuju visok stupan;j
stereoselektivnosti, one koje koriste hekonvendran&ofaktore te antitijela koja kataliziraju
procese za koje ne postoje prirodni enzimi. Utatelikim moguwnostima njihove primjene
na podrdju biokemije, organske kemije, biotehnologije iliedicine, visoki troSkovi,
dugotrajnost postupka proizvodnje i slabija katéa efikasnost predstavljaju veliku
prepreku za njihov daljnji razvoj. Nova perspektie katalittka antitijela pojavljuje se na
podriEju medicine gdje se abzimi koriste kao terapeutidetoksifikaciji i lijgZenju tumora.

11. Summary
Catalytic antibodies or abzymes are immunoglolsuliwith intrinsic catalytic

properties. In order to obtain such antibodiestdrapwhich resemble the transition state of a
given reaction are used as immunogens. Catalytibahes can be generated for a wide
spectrum of chemical transformations — they incledéalysts which show great level of
stereoselectivity, those which utilize unusual ctdes, as well as antibodies that are able to
catalyze reactions for which natural enzymes hatetoy be found. Applications of antibody
catalysis in biochemistry, organic chemistry, bobteology and medicine are numerous,
however, high costs, slow production and modestiytit efficiency pose great limitations in
further advancement of this technology. New perspedor catalytic antibodies arises from
the field of medicine as they are being used asaffeeitics in detoxification and cancer

treatment.
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