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‘Racunalna prica dva enzima'
Istrazivanje znanstvenika IRB-a objavljeno u uglednom casopisu JACS

Rezultati u radu opisuju mehanizam djelovanja dva razlicita enzima, nastala na odvojenim
granama evolucije, te postavljaju kljucne temelje za buduca istrazivanja u potrazi za
procesima koji bi bili ekoloski prihvatljiviji i omogucili kvalitetnije recikliranje i upotrebu
glicerola.

ZAGREB, 20. 07. 2018. - Racunalni kemicari Instituta Ruder Boskovi¢ (IRB) u suradnji s
kanadskim i australskim kolegama Gregom Sandalom i Leom Radomom, objavili su rad
u jednom od najistaknutijih svjetskih casopisa u podruéju kemije - Journal of the
American Chemical Society (IF 14.357).

RijeC je o radu zanimljivog naslova "Racunalna prica dva enzima: dehidrataza glicerola s ili
bez vitamina B+," Ciji su autori Ruderovci dr. sc. Borislav Kovacevi¢, dr. sc. Danijela Bari¢, dr. sc.
Darko Babi¢, Luka Bili¢, Marko Hanzevacki i dr. sc. David Smith, a koji u radu objasnjavaju dva
razlicita mehanizma jedne bioloski vazne reakcije koja bakterijama omogucava dobivanje
energije iz alkohola glicerola.

Ekoloski doprinos istrazivanja

Rezultati istrazivanja prikazani u radu znacajni su i s ekoloskog glediSta. Naime, glicerol se
danas uglavhom smatra otpadnom sirovinom koja nastaje pri proizvodnji biodizela i pri
raspadanju biomase. Kako bi bio koristan za industriju glicerol se prevodi u aldehid (3-
hidroksipropanal) raznim kemijskim postupcima koji stvaraju Stetne nusprodukte.

“Cinjenica da je u ovom radu razjasnjen nacin kako dvije evolucijski daleke klase enzima
kataliziraju pretvorbu glicerola u 3-hidroksipropanal, metabolit i korisnu sirovinu za industriju,
postavlja klju¢ne temelje za buducda istrazivanja u potrazi za novim katalizatorima i bioloski
inspiriranim procesima koji bi bili ekoloski prihvatljiviji i omogucili kvalitetnije recikliranje i
upotrebu glicerola.” — objasnjava Luka Bili¢, doktorand u Grupi za racunalne bioznanosti,
jedan od autora.
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U studiji znanstvenici su proucavali pretvorbu glicerola u odgovarajuci aldehid, koja se u
bakterijama moze odvijati uz pomo¢ dva razli¢ita enzima. Kod oba enzima tijekom katalize
stvaraju se slobodni radikali, ali jedan se aktivira uz pomoc¢ vitamina B1, (B12-ovisna glicerol
dehidrataza), a drugi, Bi2-neovisni enzim, reakciju zapocinje uz pomoc¢ radikala koji sadrzi
sumpor.

Pretpostavlja se da je B1,-neovisna dehidrataza evolucijski starija i da datira joS iz doba kada
je u atmosferi bilo vrlo malo kisika. Na prvi pogled ta dva nesrodna enzima bitno su razlicita,
ali uvidom u aktivno mjesto, pozornicu na kojoj se odvija kemijska transformacija supstrata
glicerola, pocinje se nazirati slicnost. S obzirom na uocenu slicnost, namece se pitanje: odvija
li se ova reakcija u oba enzima na jednak nacin?

Racunalne metode rekonstruiraju cjelovite kemijske promjene na potpuno novi nacin

Kemijski radikali su vrlo reaktivne i kratkoZivuce vrste. Stoga je istrazivanje radikalskih reakcija
eksperimentalnim tehnikama vrlo zahtjevno i cesto nepotpuno, a kljucni detalji kemijske
promjene ostaju djelomi¢no u domeni nagadanja i maste. S druge strane, racunalnim
metodama moguce je simulirati dinamicku prirodu enzima, ali i detaljno opisati sve stupnjeve
kemijske reakcije koji bi inaCe ostali nepoznati, a uklju¢ivanjem dostupnih eksperimentalnih
rezultata moguca je rekonstrukcija cjelovite kemijske promjene u novom i potpunom svjetlu.

Koriste¢i hibridnu racunalnu metodu koja kombinira kvantno-mehanicki i molekulsko-
mehanicki pristup, tzv. QM/MM metodu, u ovom radu su detaljno opisani nacini kako se
odvija pretvorba glicerola u svakom od spomenutih enzima. Aktivnho mjesto u kojem se
dogada kemijska reakcija opisano je uz pomo¢ QM pristupa, a udaljeniji dijelovi enzima
molekulskom mehanikom. Ovako slozena metodologija potrebna je za dobar opis
kompliciranih biokemijskih reakcija jer uspjesno reproducira kemijski okolis u kojemu se zbiva
proucavana promjena.

Pokazano je da reakcijski put u Biz-ovisnoj dehidratazi ukljucuje nekoliko koraka: glicerol
prelazi u radikalski meduprodukt, nakon kojeg slijedi pregradnja toga radikala tako da je
mogu¢ nastanak aldehidnog radikala pracen izlaskom vode. Kod Bi:-neovisne dehidrataze
pregradnja nije potrebna i eliminacija vode ide direktno s glicerilnog radikala.

Opisana razlika je posljedica neznatno razlicite kemijske okoline u samom sredistu enzima,
gdje se analogne aminokiseline vazne za katalizu razlikuju tek po protonacijskom stanju.
Naime, kada bi kemijski okolis u aktivnom mjestu Bi2-ovisne dehidrataze bio takav da
omoguci direktni izlazak vode iz glicerola, kao Sto je to slucaj u Bi2-neovisnoj glicerol
dehidratazi, doslo bi do potpune blokade enzima jer bi nastao vrlo stabilan meduprodukt
nesposoban za nastavak reakcije. To pokazuje kako se u bioloskim procesima Cesto radi o
vrlo delikatnoj ravnotezi izmedu produktivne reakcije i katastrofe.
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Rezultati studije potvrdeni su i eksperimentom

"Uzbudljiva slucajnost je da je u ¢lanku objavljenom u najnovijem broju casopisa
Biochemistry (2018, 57 (23), 3222-3226) prikazano eksperimentalno istraZivanje napravljeno
u laboratoriju dr. Emily Balskus sa Sveucilista u Harvardu, u kojemu autori, koristeci tehniku
izotopnog obiljezavanja, proucavaju dehidrataciju diola kataliziranu s dva razlicita enzima:
B12-ovisnom i Bi2-neovisnom dioldehidratazom. Njihovi rezultati nedvojbeno potvrduju nase
racunalno predvidanje." - objasnjava dr. sc. Borislav Kovacevi¢, voditelj Grupe za racunalne
bioznanosti.

Istrazivanje je radeno u sklopu projekta Hrvatske zaklade za znanost 'Racunalna rjeSenja u
bioznanostima: Znacaj savitljivosti molekula’ (CompSolLS-MolFlex, IP-11-2013-8238).

NAPOMENA: /straZivanje na radu dr. sc. Smith radio je prije preuzimanja duZnosti ravnatelja IRB-a.

REFERENCA NA RAD:
J. Am. Chem. Soc., 2018, 140 (27), 8487-8496
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021%2Fjacs.8b03109

DODATNE INFORMACIJE

Medunarodna suradnja — mobilnost istrazivaca kao preduvjet za izvrsnu znanost

Ovo istrazivanje dio je vece cjeline, koja se odnosi na tzv. radikalske enzime. Naime,
racunalno istrazivanje enzima koji kataliziraju biokemijske reakcije stvarajuci pri tome
slobodne radikale jedan je od fokusa HrZZ projekta ComSoLS-MolFlex. Voditelj projekta,
David M. Smith, na pocetku karijere u suradnji s profesorom Radomom sa Sveucilista u
Sydneyu istrazivao je i modelirao kemijske reakcije koje ukljucuju molekulu vitamina Bi, u
neenzimskom okruzenju, kod kojih takoder dolazi do stvaranja slobodnih radikala. Nakon sto
se zaposlio na IRB-u, u istrazivanje radikalskih reakcija uveo je bioloSke makromolekule,
enzime, ukljucivsi u to i suradnju s grupom L. Radoma. Borislav Kovacevi¢ i Danijela Bari¢ su
na svojim poslijedoktorskim usavrsavanjima kod profesora Radoma radili upravo na toj
tematici i dio rezultata u ovom radu ostvaren je u to vrijeme. Gregory Sandala, rodenjem
Kanadanin, takoder je bio postdoktorand u grupi Lea Radoma pa je postao dio tima. G.
Sandala je takoder bio na 6-mjesecnom studijskom boravku na IRB-u gdje je nastavio raditi
na molekulskom modeliranju enzimski kataliziranih mehanizama.

O CASOPISU: Casopis Americkog kemijskog drutva (JACS), pokrenut je 1879. godine i
vodeci je Casopis Americkog kemijskog drustva te jedan od najistaknutijih svjetskih Casopisa
u podrucju kemije. Ovaj Casopis posvecen je objavljivanju temeljnih istrazivackih radova i
godisnje objavljuje oko 19.000 stranica Clanaka. Faktor utjecaja 14.357 za 2017.
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