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La importancia de les eines computacionals en el disseny d'enzims
d'interes industrial
The importance of computational tools in the design of enzymes

of industrial interest
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Resum: El camp del disseny d'enzims té com a principal objectiu el desenvolupament d'enzims modificats per tal d'accelerar
noves reaccions o d'acceptar substrats no naturals. Tot i els avengos en el camp, encara no s'ha assolit el disseny rutinari d'en-

zims. L'evolucio dirigida (DE) és una de les estratégies més poderoses que existeixen, pero el seu alt cost i el fet de ser una es-
tratégia no racional en limita I'aplicacio. La comprensio de com I'evoluci6 dirigida és capag d'obtenir variants altament actives
és crucial per al futur desenvolupament de protocols computacionals robusts capagos de predir amb precisié quins canvis

d'aminoacids son necessaris per a tenir alta activitat enzimatica. En aquest treball, es demostra la importancia dels métodes
computacionals, en particular, els basats en simulacions de dinamica molecular, per a elucidar I'efecte de mutacions al centre

actiu i a posicions llunyanes en I'activitat i selectivitat enzimatica.
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Abstract: The enzyme design field pursues the development of new modified enzyme variants to target new synthetically use-
ful reactions and/or substrates. Although many advances have been made, the routine design of enzymes has not yet been
achieved. Directed evolution (DE) is one of the most powerful strategies that exist to that end but its high cost and the fact
that it is not rational limit its application. The understanding of how DE is able to provide highly active variants is crucial to
the future development of robust computational protocols capable of accurately predicting which amino acid changes are re-
quired for high enzymatic activity. In this paper, we show the important role of computational methods, in particular molecu-
lar dynamics (MD) simulations, for elucidating the effect of distal and active site mutations that lead to enhanced enzymatic

activity and selectivity.
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Introduccio

Is enzims sén els catalitzadors més eficients
que es coneixen a la Terra ja que son capagos
d'accelerar les reaccions quimiques en molts
ordres de magnitud i fer que la vida tal com la
coneixem sigui possible. Aquest increment de
la velocitat de reaccid ve donat per la seva
capacitat de disminuir les barreres d'activacio
dels processos, i aconseguir que aquests es puguin portar a
terme a temperatura i pressions baixes. Els enzims son també
els catalitzadors més especifics i selectius, cosa que porta a
una reduccio del nombre de passos de purificacio, ja que pro-
porcionen el producte desitjat amb un elevat rendiment. A
més, son biodegradables, i no toxics. Tots aquests avantatges
fan que les rutes catalitzades per enzims siguin una alternati-
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va atractiva per a les industries, ja que permeten reduir costos
de fabricacio utilitzant processos atractius des d'un punt de
vista mediambiental [1].

Tot i els grans avantatges que comporta la biocatalisi, I'Us
d'enzims a la industria és encara forca limitat. Els principals
problemes que en limiten I'aplicacid son els segiients: 1) a les
condicions desitjades de temperatura, pH i solvent, els enzims
naturals no son estables, 2) hi ha molts processos que no pre-
senten un enzim natural capac de catalitzar la reaccio desit-
jada, i 3) si existeix 'enzim a la natura, aquest no ha estat op-
timitzat per al substrat d'interés. Tot i que s'han determinat
molts factors clau que contribueixen a la catalisi enzimatica
[2], encara no es té un coneixement prou precis sobre com els
enzims son capacos d'accelerar les reaccions quimiques, cosa
que fa que I'alteracié de I'activitat enzimatica per a adap-
tar-la a les reaccions d'interés industrial sigui un gran repte
per a la (bio)quimica.

Totes les técniques que s'han descrit per al disseny d'enzims,
ja siguin experimentals o computacionals, estan basades en
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els passos segiients: 1) seleccid dels punts de mutacid, 2) in-
troduccio de les mutacions, i 3) avaluacio de I'estabilitat, I'afi-
nitat i I'activitat dels nous enzims (variants) generats. En fun-
ci6 del grau d'implicacio dels calculs computacionals i assajos
experimentals al procés, es parla de tres estrategies princi-
pals: disseny d'enzims racional, semiracional o no racional.

En un extrem trobem el disseny racional, que limita el procés
a un nombre reduit de variants predites majoritariament mit-
jancant eines computacionals. El disseny semiracional combi-
na la generacid d'una série de variants predites mitjancant
calculs, pero després aplica técniques d'evolucio dirigida (en
anglés directed evolution, DE) al laboratori per a millorar-ne
I'activitat. Amb aquesta estratégia semiracional, s'han gene-
rat multiples enzims per a un rang de reaccions d'interés forca
ampli [3]. A I'altre extrem trobem I'evolucid no racional, que
es basa en la generacio al laboratori d'un elevat nombre de
variants amb mutacions aleatories (figura 1).

El descobriment de metodes de biologia molecular que modi-
fiquen els enzims simulant I'evolucié darwiniana al laboratori
va revolucionar el camp del disseny d'enzims. Aquesta estra-
tégia anomenada evolucio dirigida (DE) [1, 4] inicialment es
basava en cicles de mutacions aleatories, sequits de técniques

de seleccio de les variants més estables, actives i selectives.
Des de llavors, s'han introduit molts canvis al procés que in-
clouen des de I'us d'eines computacionals i bioinformatiques,
tecniques d'analisi de seqiiencies, fins a sofisticats metodes
de seleccio i identificacio de les mutacions beneficioses [5].

Aixi doncs, la DE ha esdevingut el metode més potent per a la
produccio de nous enzims per a qualsevol procés. Mitjancant
aquesta estratégia, s'han dissenyat enzims per a la produccio
d'intermediaris quirals de medicaments com |'atorvastatina
(Lipitor®), o transaminases per a la produccié del medicament
Januvia®, entre molts altres [6]. Tot i aixi, la técnica DE pre-
senta uns clars desavantatges: 1) un elevat cost associat, ja
que requereix la generacio i avaluacio d'activitats de milers/
milions de variants al laboratori, i 2) el desconeixement de les
principals causes de I'augment d'eficiencia induit per les mu-
tacions aleatories. Es a dir, amb la DE es destinen molts recur-
sos a optimitzar un enzim per a un determinat procés, perd no
s'obté nou coneixement aplicable a noves reaccions ifo bioca-
talitzadors. En aquesta linia, s'estan duent a terme molts es-
tudis que tenen com a principal finalitat estudiar mitjancant
calculs computacionals les variants generades amb evolucio
dirigida per tal de racionalitzar |'efecte de les mutacions [7].

Ficura 1. Representacio de les dues principals vies per al disseny d'enzims, mitjancant eines computacionals per al disseny

racional, técniques experimentals pel disseny no racional, o combinacions d'ambdés per a donar lloc al disseny semiracional.



En aquest article, es presentaran una serie d'estudis realitzats
per nosaltres que mostren com les eines computacionals exis-
tents, en especial les simulacions de dinamica molecular, sén
capaces de determinar I'efecte de les mutacions introduides
mitjancant DE. El principal objectiu és determinar quines sén
les regles d'evolucio de la técnica experimental per a desen-
volupar una nova estrategia computacional que permeti dis-
senyar enzims de manera rapida i eficient.

Eines computacionals
per al disseny d'enzims

Per a determinar i entendre quin és I'efecte de les mutacions
introduides en I'activitat catalitica dels enzims, existeixen di-
ferents eines computacionals. Aquestes eines ofereixen la
possibilitat d'analitzar a nivell atbmic com una determinada
mutacio modifica la quimio-, regio-, o estereoselectivitat, ja
que permeten estudiar, per exemple, la interaccio del substrat
amb el centre actiu de I'enzim al llarg del temps i aixi analit-
zar els efectes de les mutacions realitzades en la dinamica
conformacional de I'enzim. Aquestes técniques computacio-
nals difereixen en el nivell de resolucio usat per a descriure les
interaccions que es donen a la proteina, i en com exploren
I'espai conformacional de I'enzim [8].

Les estratégies actuals es poden classificar en: 1) aquelles que
tenen com a principal objectiu estudiar el mecanisme de reac-
cié enzimatic mitjancant mecanica quantica (QM) o técniques
hibrides de mecanica quantica/mecanica molecular (QM/MM),

i 2) aquelles que pretenen estudiar la dinamica conformacional
de I'enzim, com les simulacions de dinamica molecular o de
Monte Carlo. Cada estrategia presenta les seves propies limita-
cions, pero la combinacié d'elles permet analitzar, en gran de-
tall, I'efecte de les mutacions introduides via DE [7b, 9].

Estudi de I'enzim aciltransferasa
LovD

En un estudi realitzat per alguns de nosaltres, es van realitzar
simulacions de dinamica molecular (MD) de I'escala de micro-
segons a la maquina ANTON per tal de racionalitzar I'augment
de I'activitat catalitica d'uns enzims generats al laboratori
amb DE per a la sintesi del medicament per a tractar el coles-
terol simvastatina [10]. L'enzim natural estudiat anomenat
LovD €s una aciltransferasa encarregada de transferir el grup
o-metilbutirat a la posicio C8 del compost monacolina J aci-
da (MJA) per a donar el medicament lovastatina (vegeu I'es-
quema 1). A la ruta natural, I'enzim LovD rep el grup acil en la
posicio 176 mitjancant la interaccio amb el domini ACP d'una
altra proteina, la LovF. Un cop la serina 176 ha rebut el grup
acil, aquest es transfereix a la posicié C8 del MJA. Donat que
lovastatina i simvastatina difereixen en només un grup metil
a la posicio alfa del carbonil (vegeu I'esquema 1), es va aplicar
DE per tal de desenvolupar una variant de la LovD per a la fa-
bricacio industrial del medicament d'interes. Aquesta nova
variant generada, la LovD9, és capac de reaccionar amb el do-
nador d'acil a-dimetilbutiril-S-metilmercaptopropionat que
ja presenta el grup acil adequat per a la formacié del producte

Esauema 1. Mecanisme de la ruta natural per a I'enzim aciltransferasa LovD i I'evolucionada LovD9 que no requereix la interaccio

amb la proteina LovF.
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desitjat, i per tant, les mutacions introduides han abolit la de-
pendéncia de |'enzim respecte de LovF.

Per tal d'entendre I'efecte de les mutacions sobre I'activitat
enzimatica, es van obtenir les estructures de raigs X d'algunes
de les variants. La comparacié de les estructures cristallogra-
fiques no permetia entendre la diferéncia d'activitat entre va-
riants, ja que els aminoacids involucrats en la catalisi, és a dir
els residus catalitics Ser176, Tir188 i Lis79, presentaven la
mateixa disposicio. De la mateixa manera que els cristalls no
proporcionaven informacio rellevant, la realitzacio de simula-
cions d'MD curtes (d'uns 100 ns) no mostraven diferéncies
significatives. No obstant aixo, les simulacions d'MD realitza-
des amb la maquina ANTON a I'escala dels microsegons van
permetre determinar les principals raons de la diferéncia d'ac-
tivitat. Tal com s'observa a la figura 2, I'analisi de la dinamica
conformacional de I'enzim natural mostra com, en abséncia
de la LovF, la LovD no és capac de posicionar els residus cata-
litics en la conformacio requerida per a la catalisi, és a dir, la

triada Ser-Tir-Lis mai esta ben posicionada per a poder portar
a terme la reacci6 d'acilacio. La introduccio6 d'una sola muta-
ci6 situada a uns 15 A del centre catalitic permet que la triada
catalitica estigui ben posicionada un 30 % del temps de simu-
lacio. Aquest percentatge de temps en la bona conformacio
per a la catalisi augmenta al llarg del procés d'evolucié dirigi-
da, i assoleix gairebé un 100 % en el cas de les variants més
actives LovD6 i LovD9. Es interessant fer notar que les simula-
cions d'MD de I'enzim natural LovD en preséncia del domini
ACP de la LovF indiquen que els residus catalitics Ser-Tir-Lis
estan ben posicionats per a donar Iloc a la reaccio d'acilacié.

Els percentatges de temps en la bona conformacio per a la ca-
talisi obtinguts mitjancant les simulacions d'MD correlacio-
nen amb els valors de |la constant catalitica (kcat) de les vari-
ants. Les simulacions d'MD a I'escala de microsegons mostren
doncs com les mutacions introduides al llarg de I'evolucio es-
tabilitzen de forma progressiva els estats conformacionals en
que la triada catalitica esta ben posicionada per a dur a terme

Figura 2. ) Sobreposicio de les estructures cristallografiques disponibles per a I'enzim natural LovD85 i la variant LovD6 (codis PDB: 3HL9,

4LCL). b) Estructura optimitzada amb mecanica quantica de la triada catalitica formada per la serina 76 (de color groc), la tirosina 188

(rosa) i la lisina 88 (en blau). c) Sobreposicio de deu conformacions explorades al llarg de les simulacions d'MD a I'escala de microsegons per

a I'enzim natural, LovD1, que conté una mutacio a més de 15 A del centre actiu, i la variant més activa, LovD9. També es mostren els

percentatges de temps en la bona conformacio per a la catalisi, aixi com la constant catalitica (en min=") de les variants.



la reaccid. Gracies a la realitzacié d'aquestes simulacions es
va poder determinar quin era I'efecte de les mutacions intro-
duides al llarg del procés d'evolucié dirigida, fins i tot en
aquells casos en que els canvis d'aminoacids tenien lloc en
posicions llunyanes del centre actiu de I'enzim.

Estudi de I'enzim
alcohol-deshidrogenasa

La reduccid asimétrica de cetones proquirals als alcohols corres-
ponents es pot aconseguir fent servir catalitzadors, basats en
metalls de transicio [11], perd també mitjancant enzims com

ara alcohol-deshidrogenases (ADH). S'han publicat molts estudis
que demostren la importancia de les ADH en |a sintesi asimeétri-
ca donada la seva alta termoestabilitat i la seva capacitat d'ope-
rar en solvents organics amb gran eficiéncia i selectivitat [12].

L'ADH catalitza la reduccio reversible de cetones proquirals

als alcohols respectius. Necessiten la preséncia del cofactor
NAD(P)H, que allibera el hidrur pro-(R) normalment a la cara
Re de la cetona i produeix aixi I'alcohol-(S) corresponent.
L'estereoselectivitat de les ADH per a la formaci6 d'alcohols-(S)
prove de la forma del centre actiu d'aquests enzims, que nor-
malment presenten dues butxaques: una capag¢ d'acceptar
substituents voluminosos, i una altra més petita a on es posici-
ona el substituent menys voluminos del carbonil de la cetona
(vegeu I'esquema 2) [13]. Donat que les ADH accepten un rang
de substrats bastant limitat, i que generalment s'obté I'alco-
hol-(S), és molt interessant generar noves ADH per a la sintesi
asimetrica d'alcohols quirals d'interés industrial. Per a aconse-
guir aquest objectiu, s'ha aplicat evolucié dirigida i tecniques
de mutagenesi especifica racional. Reetz i els seus collabora-
dors van desenvolupar una estratégia potent per a reduir el
nombre de possibles variants per a generar una llibreria de va-
riants «intelligent» [14]. Aquesta estratégia es va fer servir a

Esauema 2. Representacio dels dos possibles atacs que donen els alcohols (S) i (R).

una ADH dependent de zinc de Thermoanaerobacter brockii
(TbSADH) per a la reduccio asimétrica de tetrahidrofura-3-ona
per a formar I'alcohol-(S), important per a la sintesi dels inhibi-
dors del VIH amprenavir i fosamprenavir. També van modificar
el mateix ToSADH per a la reduccio asimétrica de cetones pro-
quirals de tipus 4-alquilidenciclohexanona amb formacio dels
corresponents alcohols (R) o (S). Van observar que una simple
mutacio en les variants TOSADH""'%T | ToSADH'%* era suficient
per a obtenir I'(R)-alcohol i I'(S)-alcohol, respectivament, amb
grans conversions i selectivitat. S'ha vist que els residus W110
i 186 sdn claus per a I'enantioselectivitat en la majoria d'ADH
en Thermoanaerobacter ethanolicus (TeSADH) [12].

Els exemples anteriors mostren com I'evolucio dels enzims al
laboratori és capa¢ de millorar I'activitat enzimatica i revertir
I'enantioselectivitat en les ADH. Complementant estudis ex-
perimentals, els métodes computacionals es poden fer servir per
a racionalitzar I'activitat i I'estereoselectivitat d'enzims natu-
rals modificats al laboratori. En aquest estudi vam avaluar
I'efecte de les mutacions W110T i I86A en el centre actiu de
I'enzim TbSADH, enzim que és dependent de zinc, a través

de simulacions d'MD i posteriorment fent servir POVME [15] i
NClplot [16] per a analitzar les butxaques del centre actiu i les
interaccions que es produeixen amb el substrat [17]. Hem pogut
demostrar que introduint aquestes mutacions es produeixen uns
canvis en I'estructura del centre actiu, els quals provoquen un
efecte en les interaccions amb els substrats que determinen
I'estereoselectivitat de les variants mutades de ToSADH.

Les simulacions d'MD indiquen que la pobra selectivitat de
I'enzim natural TOSADH és a causa del possible posicionament
del substrat en les orientacions pro-(R) i pro-(S). La confor-
maci6 pro-(R) estd més afavorida per les fortes interaccions
no covalents que es produeixen entre el substrat i el centre
actiu de I'enzim. La variant TOSADH""'T presenta un ampli
centre actiu, especialment la butxaca gran d'unié, cosa que
dona llibertat al substrat per a explorar la conformacio pro-
(R) amb bones distancies catalitiques per a la transferéncia
d'hidrur (<4,5 A). A la conformacio pro-(R), es donen interac-
cions C—H--1tentre I'anell del ciclohexa i els residus del centre
actiu (H59, Y267). En introduir la treonina a la posicié 110 es
permet la formacio d'un pont d'hidrogen entre el grup hidroxil
d'aquesta i el bromur del substrat (figura 3, W110T pro-(R)).

La variant ToOSADH'$¢ mostra un comportament diferent que
revela una gran preorganitzacio del centre actiu per a la con- ._33



0

Ficura 3.  Representacio de les interaccions no covalents febles més importants que es donen entre el substrat i el centre actiu de I'enzim

a la conformacid, responsables de la enantioselectivitat del procés. Representacio de I'estructura optimitzada amb mecanica quantica

(B3LYP/6-31G(d)) de I'estat de transicio per a la transferéncia d'hidrur.

formacid pro-(S) amb distancies catalitiques eficients

(<4,5 A). En canviar la isoleucina a valina en la posicio6 86, es
produeix un increment de la butxaca petita d'unié que indueix
una conformacio nova a la cadena lateral del residu W110,
optimitzada per a maximitzar les interaccions C—H--1tamb
I'anell ciclohexa del substrat i I'indole de la posicio 110 (figu-
ra 3, I86A pro-(S)). La combinacio de simulacions d'MD, amb
calculs de mecanica quantica i I'analisi amb POVME i NClplot,
permet una racionalitzacio de I'efecte de les dues mutacions
en el centre actiu per a I'enantioselectivitat en I'enzim
TbSADH.

Conclusions

L'evolucio dirigida ha esdevingut una de les estratégies més
potents per al disseny d'enzims a la carta. Tot i els avantatges
que proporciona, |'evoluci6 d'enzims amb aquesta técnica ex-

perimental és un procés car i llarg, ja que no és racional i cal
fer moltes proves al laboratori per a finalment aconseguir un
enzim amb una elevada activitat. Clarament aquests inconve-
nients estan limitant el procés d'obtenci6 d'enzims per a fins
industrials.

Si féssim capacos de predir quins canvis sdn necessaris per a
obtenir I'enzim d'interés, caldrien moltes menys proves al la-
boratori i, per tant, es reduiria de forma substancial el temps i
els costs de generacid del catalitzador desitjat. En aquest sen-
tit les eines computacionals son de gran utilitat, pero tot i el
gran potencial que ofereixen encara no sén prou acurades i
eficients per a predir amb precisio quins canvis d'aminoacids
sOn necessaris per a tenir activitats altes. En aquest context,
doncs, s'estan destinant molts esforcos a estudiar com opera
la técnica d'evolucio dirigida i obtenir aixi quines son les re-
gles de mutacio per a incorporar-les als protocols existents de
disseny d'enzims.



En aquest article s'han mostrat dos estudis diferents, ambdos
basats en simulacions de dinamica molecular acoblades a cal-
culs de mecanica quantica i eines bioinformatiques, que per-
meten determinar I'efecte de les mutacions introduides en
I'activitat i selectivitat del procés. Tots aquests treballs son

de gran utilitat per a aconsequir el repte de I'evolucié racio-
nal d'enzims de forma rutinaria per a qualsevol reaccio/substrat
d'interés industrial.
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