EL PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2018: EVOLUCION
DIRIGIDA DE ENZIMAS Y ANTICUERPOS

Resumen

El Premio Nobel de Quimica 2018, fue otorgado a tres investigadores independientes que
de alguna u otra manera a lo largo de su trayectoria contribuyeron a imitar el proceso de
evolucion natural para manipular genes que codifican la secuencia de proteinas con el fin
de modificar su funcién.
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THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2018: DIRECTED
EVOLUTION OF ENZYMES AND ANTIBODIES

Abstract

The 2018 Nobel Prize in Chemistry was awarded to three independent researchers, who
along their academic career contributed in different ways to imitate the process of natural
evolution to manipulate genes coding for protein sequences with the aim to modify their
function.
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EL PREMIO NOBEL DE QUIMICA 2018: EVOLUCION
DIRIGIDA DE ENZIMAS Y ANTICUERPOS

ntes de profundizar en cudl fue la contribucién de cada uno de estos visionarios, es
importante definir qué es la evolucidn de proteinas y cémo ocurre en la Naturaleza.
Los genes son las secuencias de DNA que codifican para las proteinas, las
cuales llevan a cabo gran parte de las funciones en los organismos vivos. Dentro de un
organismo, estas proteinas se encuentran funcionando de manera orquestada con el
resto de las moléculas en la célula para mantener todas las funciones que permiten la
vida. Para su funcién, una proteina debe tener una estructura terciaria especifica que
coloca a los aminoacidos capaces de catalizar una reaccién (en el caso de las enzimas)
en la posicién y orientacidn correcta para interactuar con el sustrato. En su interior,
las proteinas se encuentran perfectamente empacadas. Cada aminodcido interactta
con otros como piezas de lego que embonan perfectamente minimizando el espacio
libre. Cualquier cambio de aminodcido puede provocar cambios en esta estructura. El
movimiento de apenas décimas de Armstrong en un residuo catalitico puede provocar la
pérdida total de la actividad de la proteina. En casos extremos también puede provocar
la desestabilizacion de la estructura al grado de que ni siquiera se logre plegar a su
estructura tridimensional.

Dentro de los organismos vivos podemos reconocer proteinas que llevan a cabo
la misma funciéon a pesar de tener diferentes secuencias. El reconocimiento de la
conservacion de algunas regiones en la secuencia de aminodcidos, especialmente los
gue son relevantes para su funcion o su estabilidad, nos lleva a inferir que estas proteinas
tienen un ancestro comun que fue divergiendo para dar lugar a las proteinas que se
encuentran hoy en dia en cada organismo. A las proteinas que llevan a cabo la misma
funciény que tienen cierto grado de identidad en su secuencia se les denomina ortélogas.
En el DNA, que es la molécula en la que se encuentra codificada la secuencia que va a dar
origen a cada proteina, pueden llegar a haber “mutaciones”, es decir que cada vez que se
separan las cadenas de la doble hélice del DNA para replicarse (copiarse), pueden ocurrir
errores en los que se acaba sustituyendo una base de nucleétido por otra, dando lugar a
gue se genere una secuencia de proteinas con cambios de aminodacidos. En la naturaleza
estas mutaciones ocurren con una baja frecuencia y de manera aleatoria. Aquellas
mutaciones que proporcionen una ventaja al organismo o que al menos no resulten
nocivas para su funcionamiento, son mantenidas en las siguientes réplicas del DNA. Es
este proceso de generacién de variabilidad y seleccién lo que da lugar a la evolucién
de las especies. Una proteina dentro de su contexto biolégico se ha seleccionado para
funcionar a cierta temperatura, en el caso especifico de las enzimas también existe
una seleccion para trabajar a cierta velocidad; incluso pueden haberse seleccionado
mecanismos de regulacién estructural, para que dependiendo del ambiente la enzima
cambie de conformacién, siendo menos o mas activa, ya que para la subsistencia del
organismo tiene que haber un equilibrio metabdlico.

Frances Arnold, Instituto Tecnoldgico de California

Quisiera mencionar que tuve la oportunidad de realizar una estancia Sabatica en el
laboratorio de Frances de 2006 a 2007, tiempo en el que un gran esfuerzo del laboratorio
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se dedicaba a tratar de modificar enzimas para la producciéon de biocombustibles;
especificamente se queria producir metanol a partir de metano, una reaccién tan
energéticamente desfavorable, que no fue posible lograr el objetivo; sin embargo, en
este intento se desarrollaron muchas técnicas novedosas para generar variabilidad en la
secuencia del DNA. En sus inicios la generacion de variabilidad consistia principalmente en
replicar la cadena de DNA, bajo condiciones en que la enzima encargada de hacer la copia
del DNA (DNA polimerasa) cometiera errores e hiciera sustituciones de nucleétidos con
una frecuencia mayor a la que ocurre naturalmente. Como se menciond anteriormente,
si algunas sustituciones ocurren en un residuo importante para la actividad o estabilidad
de la proteina, el resultado serd una proteina que ya no es util. Esto conlleva a que se
requiera de una tasa de mutacién baja, ya que si ocurren varias mutaciones a la vez
en un gen, podria dar lugar a que una mutacion benéfica para el objetivo buscado,
guedara enmascarada por una mutacién nociva o deletérea. La consecuencia de una
estrategia como esta, es que se generan una cantidad enorme de genes, muchos de los
cuales ni siquiera han sido modificados, y a partir de ellos hay que identificar los pocos
que codifiquen para una proteina “mejorada”, como ha sido puntualizado por Cohen
y colaboradores, es el reto de encontrar la una en un millén (Cohen et al., 2001). La
busqueda de variantes hacia alguna actividad especifica lleva implicito el desarrollo de
métodos que permitan evaluar esta actividad en un formato que no requiera mucha
manipulacién, que sea econdmico y cuya deteccion sea simple, de manera que se
puedan evaluar miles de variantes en unos cuantos dias. Este proceso de generacion
de variabilidad y seleccidn se repite durante varios ciclos. Posteriormente, las variantes
mejoradas con respecto al atributo buscado durante la seleccién, son recombinadas en
un proceso que imita la recombinacién sexual, en el que las células hijas portan caracteres
de ambos padres. De igual manera, los DNAs que codifican para proteinas mejoradas se
mezclan para que en su réplica se recombinen las mutaciones presentes en los genes
parentales. Lo que en la Naturaleza ocurre en millones de aios, en el laboratorio de la
Dra. Frances Arnold se reproducia en unos cuantos meses. En el desarrollo de técnicas
para realizar esta recombinacion hubo grandes aportaciones tanto del grupo de Frances
Arnold como de Peem Stemmer quien fundd varias compafiias biotecnolégicas y que, de
no haber fallecido en 2013, seguramente hubiera compartido esta presea con Frances
Arnold.

Hasta ahora, sélo nos hemos referido a la generacién de mutantes puntuales, sin
embargo, en la naturaleza las diferencias no sdélo implican cambios discretos de
aminodcidos, sino que las proteinas ortdlogas pueden tener tamafos diferentes,
implicando que durante la evolucién ha habido inserciones o deleciones de fragmentos
de DNA. Implementar este tipo de cambios en genes manipulados en el laboratorio, sin
alterar su estabilidad y/o su funcidon es mucho mas complicado. Tomando esto en
consideracion y que la recombinacién es mas conservadora que la mutagénesis azarosa,
la Dra. Frances Arnold y su grupo de trabajo desarrollaron algoritmos computacionales
gue toman en cuenta la estructura de las proteinas para identificar los puntos en los que
se pudieran realizar recombinaciones entre los genes que codifican para proteinas
ortdlogas sin provocar grandes perturbaciones en la estabilidad de la proteina y con ellos
se desarrollé una metodologia para formar genes quiméricos, llamada SCHEMA (Meyer
et al.,, 2003; Voigt et al., 2002). La recombinacidon de los fragmentos de DNA asi
identificados, generan una gran cantidad de proteinas nuevas, de diferentes tamarios,
pero, sobre todo, con un alto porcentaje de proteinas plegadas de manera correcta, por
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lo que el esfuerzo de busqueda de variantes activas se reduce considerablemente. La
exploracidon de actividades novedosas en las bibliotecas generadas ha permitido
identificar algunas capaces de catalizar reacciones que no existen en la naturaleza y que
pueden producir compuestos de interés industrial (Li et al.,, 2007), entre ellos
biocombustibles y farmacos. Un logro todavia mas aventurado fue expandir el repertorio
de reacciones catalizadas enzimaticamente para formar enlaces no existentes en
moléculas biolégicas como enlace SI-C (Kan et al., 2016), y compuestos organoborados
(Kan et al., 2017).

George P. Smith, profesor emérito de la Universidad de
Missouri

Por su parte, George P. Smith desarrollé el método de despliegue en fagos (Phage Display,
en inglés). Como se mencioné antes, uno de los grandes retos en la evolucion dirigida, es
encontrar a la proteina optimizada entre mds de un millédn de variantes menos buenas,
en el mejor de los casos, o no funcionales en la mayoria. En el laboratorio del D. Smith se
desarrolld un ingenioso método que permite desplegar en la superficie de un fago a las
variantes de proteinas generadas mediante los métodos de mutagénesis como los
descritos anteriormente. Para ello se construye a nivel del genoma del fago una fusién
entre el gen que codifica para la proteina de interés y el de una proteina del fago que
normalmente forma parte de su superficie exterior, de manera que la proteina de interés
gueda pegada a la superficie del fago. El desarrollo de esta tecnologia fue implementado
originalmente para exponer en la superficie de los fagos epitopes de antigenos y a través
de la inmovilizacién de estos fagos poder seleccionar anticuerpos que se unieran a estos
epitopes (Smith, 1985; Smith, 1991). El método presenta mucho mds potencial, se puede
utilizar no sélo para exponer fragmentos de proteinas, sino proteinas completas con las
ventajas que a continuacion se mencionan. Los fagos tienen la capacidad de infectar a las
células de bacteria introduciendo su material genético con muy alta eficiencia, érdenes
de magnitud mayor a la eficiencia de los métodos tradicionales, como la transformacion

Figura 1. Proceso de
Evolucidn dirigida de
una proteina mediante
ciclos de generacién de
variabilidad-seleccion
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guimica o la electroporacidon en la que se permeabiliza de manera momentanea la
membrana de las células para que se introduzcan plasmidos con los genes que codifican
para la proteina de interés. Para ponerlo en contexto, mientras que trabajando los genes
en plasmidos para transformar células de bacterias se logran librerias de alrededor de
100,000 a un millén de variantes, cuando se manejan en fagos, se pueden obtener
bibliotecas de mil millones de variantes. La segunda ventaja es que al encontrarse en la
superficie la proteina de interés, se puede medir su actividad sin necesidad de romper a
las células para extraer a las proteinas, incluso en algunos casos en los que se tiene
conocimiento del mecanismo de la reaccion que cataliza una enzima, se puede aprovechar
el principio fundamental de que las enzimas han desarrollado una alta afinidad por el
estado de transicion de la reaccién, mas que por el sustrato; de manera que si se
inmoviliza un analogo al estado de transicidon en un material inerte, se puede hacer pasar
toda la biblioteca de variantes a través de esta matriz y sélo se pegaran aquellas variantes
capaces de unir al analogo, que presumiblemente deben ser las mas activas. Como se
puede imaginar, esta metodologia permite acelerar de una manera exponencial el
proceso de evolucién de una proteina, ya que en un solo paso se pueden muestrear mil
millones de variantes y quedarse sélo con unos cuantos cientos que tengan una buena
afinidad por el anadlogo del estado de transicion. La tercera ventaja es que, al hacer este
tamizaje, el fago contiene el material genético que codifica para esas proteinas
seleccionadas, de manera que se puede secuenciar facilmente para saber los cambios de
secuencia que dieron lugar al mejoramiento del atributo deseado en la proteina.

Figura 2. En esta figura se muestra

el uso de despliegue en fagos, en

el cual un péptido es expresado en

la superficie del fago y se puede
seleccionar de una muestra compleja
de anticuerpos, aquellos capaces de
unir al péptido con alta afinidad.

Gregory P. Winter, MRC Laboratory of Molecular Biology,
Cambridge

Greg Winter por su parte, hizo uso del despliegue en fagos para evolucionar péptidos
y anticuerpos. Los anticuerpos son proteinas que se generan en cada organismo como
mecanismo de defensa contra cualquier agente invasor, lldmese toxina o virus. Estas
moléculas son capaces de reconocer cualquier sustancia extrafia al organismo y la unen
y rodean para de esta manera evitar que interaccione con proteinas de la célula y que
impidan su correcto funcionamiento. De manera tradicional las vacunas se obtenian
inmunizando caballos con el inmundgeno (toxina o virus) como lo hizo Edward Jenner
en 1796 para desarrollar la primera vacuna contra la viruela. Sin embargo, una gran
desventaja de esta metodologia es que los anticuerpos generados en otros organismos
pueden provocar una respuesta inmune en el ser humano pudiendo ser mas letal que la
intoxicacién o infeccién que se queria evitar. Estructuralmente los anticuerpos tienen una
forma de letra “Y”. La regién que comprende la base de la Y es especifica dentro de cada
organismo y es la region que puede provocar una respuesta inmune, mientras que las
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regiones que comprenden los brazos de la “Y” son donde se concentran los aminodcidos
que reconocen a los antigenos y son regiones hipervariables que permiten en los
organismos que rapidamente se obtengan y selecciones anticuerpos especificos contra
cualquier agente agresor. En el grupo del Dr. Winter diseccionaron el DNA que codifica
para la region variable pesada de los anticuerpos para desplegarla en la superficie de
fagos y mediante mutagénesis azarosa y unién de los fagos a antigenos inmovilizados
en una matriz sélida, fueron capaces de evolucionar anticuerpos de alta afinidad contra
muchos antigenos, imitando de manera artificial al sistema inmune (Hawkins, Russell
& Winter, 1992; Marks & Winter, 1992). El potencial de esta tecnologia es invaluable.
Se pueden generar anticuerpos contra marcadores especificos para diagndstico de
enfermedades, anticuerpos que reconozcan de manera selectiva células tumorales para
unir a ellos los farmacos para una quimioterapia mas selectiva y con menos efectos
adversos en el paciente, desarrollar anti-venenos, en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes, etc.

Figura 3. El uso de despliegue en fagos
para la seleccidn de anticuerpos contra
una molécula blanco. La libreria de
anticuerpos completos o sélo de las
cadenas variables unidas covalentemente
es generada a través de evolucion
acelerada (mutagénesis azarosa en la
region variable) y la mezcla de fagos se
hace pasar a través de un soporte en el
que estd inmovilizada la molécula blanco,
de manera que los anticuerpos que la
unen con alta afinidad quedan retenidos
en el soporte.

Relevancia

El premio Nobel de Quimica 2018 se otorga a tres investigadores que demostraron que
era posible imitar el proceso de evolucién natural en el laboratorio y de manera acelerada.
El reconocimiento a la Dra. Frances Arnold es por sus contribuciones en el desarrollo
de metodologia para generar variabilidad y la seleccion de actividades desafiantes para
desarrollar nuevos biocatalizadores. La contribucidn del Dr. Smith facilit6 enormemente
el escrutinio de grandes librerias de variantes permitiendo incrementar en al menos
tres 6rdenes de magnitud el espacio de secuencia muestreado durante el tamizaje.
Por su parte, el Dr. Winter, aplicod la tecnologia desarrollada por George Smith para
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aplicarla en fragmentos sintéticos de anticuerpos, pudiendo asi encontrar anticuerpos
contra practicamente cualquier inmunégeno que se desee. Las aplicaciones de estas
contribuciones estan limitadas sélo por la imaginacion. Sélo como ejemplo Arnold llevd
a las enzimas a catalizar reacciones con elementos diferentes al Carbono y ajenos a
moléculas bioldgicas. Por otro lado, el poder generar anticuerpos en una gran cantidad
contra practicamente cualquier blanco es sin duda uno de los mas grandes avances en el
campo de la medicina para diagndstico y para terapia.
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