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DESCRIPCION

Determinacion de novedosas funcionalidades enzimaticas utilizando nubes de puntos tridimensionales que
representan propiedades fisicoquimicas de cavidades proteinicas

La invencién se refiere a un método de seleccion para el catalizador de una reaccion quimica predeterminada como
se define en las reivindicaciones.

Antecedentes

Las enzimas se utilizan cada vez mas en procesos biotecnolégicos y biocataliticos. Sin embargo, a pesar de
numerosas aplicaciones exitosas, es claro que no todas las reacciones quimicas potencialmente interesantes estan
representadas en la cartera actual de enzimas. Ademas, las enzimas naturales generalmente no estan
completamente optimizadas para su utilizaciéon en procesos industriales. Por lo tanto, la identificacion y/o disefio de
nuevas funcionalidades enzimaticas y la mejora de las enzimas existentes son de suma importancia.

Se han descrito en la literatura varias metodologias para identificar sitios de unién a proteinas. Por ejemplo, se ha
utilizado una infraestructura de computacion en la nube basada en GPU para realizar de manera eficiente una
comparacion estructural de sitios de unién a proteinas (Leinweber et al., (2012) IEEE International Conference on
Digital Ecosystems and Technologies, art. no. 6227926).

Se ha descrito que un modelo de nube de puntos etiquetado es adecuado para modelar biomoléculas como
proteinas y sitios de unién a proteinas, donde una etiqueta puede representar un tipo de atomo o una propiedad
fisicoquimica (Fober et a., (2011) IEEE/ACM Transactions on Computational Biology and Bioinformatics, 8(6), art. no.
5722954, pp. 1653-1666).

Un método para la comparacion de la estructura de la proteina en el cual la informacion sobre la geometria y las
propiedades fisicoquimicas de tales estructuras estan representada en forma de nubes de puntos marcadas, ha sido
descrita por Fober et al. ((2009) ISDA 2009 - 9th International Conference on Intelligent Systems Design and
Applications, art. no. 5364137, pp. 1251-1256).

El documento W00023474 describe un método de manipulaciéon de proteinas en donde se crea una base de datos
de ordenador que permite busquedas que comprenden entradas en forma de descripciones de una ubicacion y
orientacion en el espacio 3D de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos constituyentes de una proteina
como marco de referencia para identificar un acierto que corresponde a una proteina marco que tiene similitud
estructural con una proteina de muestra.

Breve descripcion de la invencién

La invencién se refiere a los esfuerzos de manipulacién y disefio de proteinas basados en una integracion de
estudios estructurales y mecanicistas y metodologias de evolucion dirigida para lograr una estrategia 6ptima y
eficiente que determine nuevas funcionalidades enzimaticas utilizando nubes de puntos tridimensionales que
representan las propiedades fisicoquimicas de las cavidades de proteinas.

Ademas de su actividad catalitica original, se ha demostrado que algunas enzimas también catalizan reacciones
quimicas completamente diferentes como actividad secundaria. Esta llamada "promiscuidad catalitica" puede ser el
punto de partida para disefiar una enzima competente que catalice una reaccién quimica no natural. La
promiscuidad catalitica en las enzimas es la capacidad de las enzimas para catalizar transformaciones quimicas
claramente diferentes. La transformacion quimica puede diferir en el grupo funcional involucrado, es decir, el tipo de
enlace formado o escindido durante la reaccion y/o puede diferir en el mecanismo catalitico o la ruta de formacion y
ruptura del enlace. Hasta ahora, sin embargo, la identificaciéon de la promiscuidad catalitica se basé en la casualidad.
La seleccidon de bases de datos estructurales con motivos funcionales "cataléforos”, que se basan en propiedades
fisicoquimicas, representa una metodologia mas racional para predecir la "promiscuidad catalitica" en las enzimas.
Usando este método de Ultima generacion, recientemente los presentes inventores han tenido éxito en la
identificacion de dos enzimas que segun se predice exhiben actividades interesantes de enoato reductasa pero que
no muestran ninguna similitud (en la secuencia y en el nivel estructural) a enoato reductasas conocidas (las antiguas
enzimas amarillas). En este caso, el disefio de los motivos funcionales utilizados para la seleccion de la base de
datos se basd en una gran cantidad de informacion estructural y mecanicista disponible para esta clase de enzimas.
Sin embargo, esta metodologia también podria involucrar un motivo estructural tedrico del sitio activo derivado de los
requisitos mecanicistas de una reaccién quimica particular.

Ademas de explotar la promiscuidad catalitica en las enzimas naturales existentes, se pueden crear nuevas
funcionalidades enzimaticas a través del disefio de novo de sitios activos injertando residuos cataliticamente
importantes en andamios de proteinas estables. Obviamente, esta metodologia también requiere un conocimiento
mecanicista detallado y puede beneficiarse enormemente de la gran cantidad de datos sobre catalizadores
organicos y 6rgano metdlicos no enzimaticos utilizados en la quimica de soluciones. Los ejemplos en la literatura
indican que se ha logrado la prueba de principio para tal metodologia. Hasta ahora, sin embargo, no se ha utilizado
para disefiar un nuevo catalizador para biocatalisis industrial.
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Muy frecuentemente, la actividad catalitica de una enzima se logra mediante un pequefio dominio de una proteina
mas grande que podria incluir otros dominios necesarios para la funcion fisiolégica pero irrelevantes para la
aplicacion biotecnoldgica. La reduccion del tamafio del catalizador -es decir, el disefio de una "enzima minima"- tiene
potencialmente enormes beneficios para la expresion de la proteina, la estabilidad del proceso o para la
manipulacién por evolucion dirigida.

Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se refiere a un método como se define en las reivindicaciones.

Por lo tanto, se desarrollé6 un método para encontrar catal6foros con geometrias especificas del sitio activo mediante
el uso de una plantilla de distancia tridimensional que imita una constelacion catalitica minima del sitio activo.

En el contexto de esta invencion, el término "cataléforo” se refiere a la descripcion del sitio activo de una proteina,
preferiblemente de una enzima. Un cataloéforo también abarca una enzima minima o parte o fragmento de una
enzima que comprende el sitio activo de dicha enzima, incluidos los descriptores 3D del sitio activo.

De acuerdo con la invencion, el sitio activo puede ser, pero no esta limitado a, un sitio enzimatico, catalitico, de
union al receptor o de expresion de proteinas.

Especificamente, en caso de que el catal6foro identificado por el método de la invencion, sea un dominio catal6foro
aislado, dicho dominio cataléforo tiene preferiblemente las mismas o similares caracteristicas/actividad que el
dominio cataléforo presente en la proteina original. Alternativamente, dicho dominio de cataléforo puede modificarse
para tener una actividad catalitica y enzimatica aumentada en comparacién con el dominio original.

Aqui se describe un método para determinar un cataléforo de una proteina que incluye los pasos de

a) crear una base de datos de nube de puntos para estructuras de proteinas diana;
b) crear una nube de puntos de consulta;
c) buscar en dicha base de datos con dicha consulta para identificar de este modo uno o mas cataléforos.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde se calcula una nube de
puntos para cada propiedad fisicoquimica de las proteinas diana.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde se calculan nubes de
puntos para interacciones adicionales como enlaces H para estructuras de proteinas diana.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde la nube de puntos de
consulta es un conjunto de nubes de puntos.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde dicho conjunto de nubes
de puntos se deriva de la actividad catalitica de proteinas diana o de los modelos de mecéanica cuantica de
reacciones de plantilla.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde dichas nubes de puntos
de consulta y dicha base de datos de nubes de puntos se superponen.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde dicha nube de puntos de
consulta se hace rotar y se traslada aleatoriamente.

También se divulga en el presente documento el método descrito anteriormente, en donde dichas estructuras de
proteinas diana se homogeneizan.

También se divulga en el presente documento una enzima que comprende un cataléforo, en donde dicho cataléforo
se obtiene mediante un método como el descrito anteriormente.

También se divulga en el presente documento un método para construir un conjunto de cataléforos con propiedades
cataliticas y fisicoquimicas predefinidas, en donde dicho cataléforo se obtiene mediante un método como el descrito
anteriormente.

También se divulga en el presente documento un conjunto de cataléforos con propiedades predefinidas obtenidas
mediante un método como el descrito anteriormente.

También se divulga aqui el uso de un cataléforo como catalizador para biocatalisis industrial.

Los posibles resultados en bases de datos estructurales se probaron experimentalmente para determinar la actividad
deseada y mejorar las propiedades para la aplicacion industrial. Como ejemplo, la plantilla de busqueda se derivé
del sitio activo de antiguas enzimas amarillas (OYE). Se ha demostrado que los miembros de la conocida familia de
enoato reductasa poseen un alto potencial como biocatalizadores en la reduccién asimétrica de alquenos activados.
Las proteinas de la familia OYE catalizan la reduccién de los enlaces C=C activados en compuestos a,B-

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2811 698 T3

insaturados, y se ha demostrado que representan una alternativa biocatalitica eficiente a la sintesis organica
estandar. Ademas, en el cofactor de mononucleétido de flavina (FMN), el sitio catalitico en si mismo generalmente
comprende un par de residuos (tipicamente histidina/histidina o asparagina/histidina) que actian como donantes de
enlaces de H al grupo del sustrato que extrae electrones y un residuo de tirosina conservado, que es necesario para
suministrar un proton al atomo Co durante el recambio.

Es un objeto de la invencidon detectar otras enzimas con funcionalidad enoato reductasa en bases de datos
estructurales incluso dentro de esta familia intensamente investigada. Por lo tanto, se utilizd una imagen de sitio
activo tridimensional relativamente simple, generada mediante la comparacion de las caracteristicas del sitio activo
de las estructuras OYE representativas para buscar otras enzimas con esta constelacion especifica del sitio activo.
Como plataforma de busqueda se utilizd la base de datos Relibase+ disponible comercialmente (v. 2.2), que
contiene informacion estructural preprocesada. Ademas, se desarrollé una base de datos interna (CATALObase) de
estructuras preprocesadas que se prepararon aplicando funciones de estructura YASARA. Para la busqueda en
Relibase+, la imagen del sitio activo se cre6 utilizando el constructor Relibase+ 2D/3D. La imagen del sitio activo en
3D para la busqueda usando la base de datos interna se generé usando una secuencia de comandos YASARA. Con
ambas metodologias de busqueda se identificaron estructuras OYE tipicas, asi como dos proteinas "novedosas" con
antiguas actividades enzimaticas amarillas predichas. También se utilizé la base de datos de bolsillo CavBase, que
esta incrustada en la base de datos Relibase+ y que contiene informacién sobre cavidades de sitios activos y
pseudocentros abstractos. En el caso de las OYE vy utilizando la configuracién como se describié anteriormente, no
se pudieron identificar las proteinas que se encontraron con la metodologia geométrica pura dentro de los primeros
200 aciertos CavBase.

La busqueda final de catal6foro resulté en una cantidad manejable de 46 resultados que podrian reducirse aun mas
mediante la aplicaciéon de un filtro para eliminar los resultados obvios de OYE conocidas. Esto se realizd por
secuencia (usando BLAST http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) y la comparacion estructural usando PDBefold, asi como
mediante la clasificacidon de patrones de secuencia OYE, dejando solo las enzimas novedosas con una disposicion
de sitio activo similar. Por lo tanto, los resultados reducidos revelaron varias estructuras que consistian en los
requisitos de constelacion de sitio activo de la plantilla a 6 aciertos.

Mediante inspeccién visual se identificaron dos oxidorreductasas (Cdédigo PDB: 2i0k y 3fbs) donde el residuo de
tirosina tiene la distancia requerida pero esta en el lado opuesto del cofactor de flavina y la cavidad del sitio activo,
por lo que no puede proporcionar el protén para un sustrato potencial. La subunidad de flavoproteina también
identificada de una furmarato reductasa mutada (N204Y) se descart6 en la primera ronda de investigacion, debido al
heterocomponente hemo que puede haber alterado los propios andlisis de enzimas amarillas antiguas. La
monooxigenasa putativa (Codigo PDB: 1usc y 1usf) y la proteina PH0856 no caracterizada (Cédigo PDB: 2r6v) se
seleccionaron para su investigacion y caracterizacion. Las enzimas encontradas no son secuenciales ni, y este es un
resultado mas sorprendente, estan relacionadas estructuralmente con cualquier estructura OYE conocida. La
constelacion del sitio activo mostré una simetria de imagen especular aproximada a las estructuras de la plantilla, lo
que sugiere un resultado estereoquimico diferente. La monooxigenasa putativa de Thermus thermophilus y la
proteina PH0856 no caracterizada de Pyrococcus horikoshii se encuentran en el siguiente texto referido a Tth y Pho,
respectivamente, con base en los organismos donde fueron aislados. La actividad biocatalitica de estas enzimas ha
sido evaluada experimentalmente. En conclusién, se han identificado con éxito dos enzimas con una funcién aun
desconocida de las cuales se encontré que tienen una arquitectura de sitio activo similar en comparacion con las
enoato reductasas clasicas y no muestran ninguna similitud ni en secuencia ni a nivel estructural global con ninguna
OYE conocida.

Como una realizacién adicional, dicho dominio puede introducirse en andamios de proteinas, en donde la estructura
secundaria/terciaria del cataléforo se conserva para mantener su funcionalidad. Como una realizacién alternativa, el
cataléforo puede modificarse mediante técnicas conocidas por la persona experta, por ejemplo mediante
mutagénesis aleatoria para mejorar o cambiar su funcionalidad, especificamente en vista de la actividad enzimatica,
de unién a la diana o catalitica.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa la preparacién de nubes de puntos de proteinas.

Figura 2 representa el flujo de trabajo del proceso de coincidencia de nube de puntos.
Figura 3 representa el proceso de coincidencia.

Ejemplos

Ejemplo 1 - Generaciéon de nubes de puntos

Esta metodologia para identificar "cataloforos" de motivos cataliticos activos se basa en la implementacién de
nuevos protocolos que reutilizan mapas de cuadricula precalculados de estructuras de proteinas diana generadas
con una version modificada de AutoGrid4d que forma parte del paquete de software AutoDock4 (AutoDock,
http://http://autodock.scripps.edu). Se calcula una nube de puntos para cada tipo de propiedad fisicoquimica, asi
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como nubes de puntos de propdsito especial que representan interacciones adicionales como enlaces H (Tabla 1y
Figura 1).

Tabla 1: Propiedades fisicoquimicas

Entrada | Tipo Ejemplos
, , . azufre, cloro, calcio, manganeso, hierro, zinc, bromo, yodo, fluor,
energias atomos sin . . P ” s
1 . magnesio, fésforo, carbono alifatico, carbono aromatico, nitrégeno,
potenciales enlaces H S
hidrogeno
aceptadores  de | nitrégeno, azufre, oxigeno
enlaces H
donantes de | hidrégeno
enlaces H
2 potencial electrostatico
3 hidrofobicidad
4 accesibilidad

Estos mapas de cuadricula diana se convierten en archivos de datos de nube de puntos para ser procesados dentro
de la tuberia del software de cataléforo. Las estructuras de proteinas se preparan siguiendo protocolos estandar
para la adicién de atomos de hidrégeno, la adicién de atomos y residuos faltantes, seguido de la deteccion
automatica de cavidades (Figura 2). Las areas identificadas como cavidades proteicas adecuadas para la unién de
sustratos potenciales se caracterizan posteriormente y se almacenan como nubes de puntos de propiedad.

Se requiere un conjunto de nubes de puntos para describir la "consulta de busqueda". Estas nubes de puntos
pueden derivarse de enzimas que presentan la actividad catalitica deseada o de modelos de mecanica cuantica de
reacciones de plantilla. Estas nubes de puntos se comparan con las nubes de puntos que se calcularon previamente
para todas las estructuras de proteinas disponibles (Figura 2).

Ejemplo 2 - Establecimiento de una base de datos de cataléforo

Para homogeneizar las estructuras de proteinas diana y crear nubes de puntos para cada cavidad identificada, se
recopilan y almacenan estructuras de diversos "reservorios" en un formato estandarizado en un sistema de base de
datos relacional CATALObase (Tabla 2).

Tabla 2: Fuentes de datos

Entrada | Reservorio Intervalo de actualizacion

1 RCSB PDB diario

2 PDBe PISA diario

3 Modelos de homologia | continuamente

4 Estructuras propias de acuerdo con lo solicitado
5 Mutantes y variantes | de acuerdo con lo solicitado

Para cada una de estas estructuras de proteinas, las nubes de puntos se generan y almacenan automaticamente
para el siguiente proceso de coincidencia.

Ejemplo 3 - Coincidencia de catal6foros de consulta con entradas de base de datos

La consulta y las nubes de puntos de la base de datos se superponen y la desviacion de los dos mapas de
cuadricula se evalua comparando los puntos de cuadricula mas cercanos entre la diana y la plantilla. Para cada tipo
de nube de puntos se genera una "puntuacién de identidad" que representa la calidad de la coincidencia. Este
puntaje individual (Ecuacién 1) esta ponderado por un factor seleccionable para permitir el ajuste de la influencia de
los diferentes mapas de cuadricula (por ejemplo, establecer el factor de puntaje para las nubes de puntos de enlace
H en cero hace que esta interaccidon se ignore). Al evaluar la calidad de la coincidencia, la nube de puntos de
consulta se hace rotar y se traslada aleatoriamente. Si el nuevo complejo obtenido es mejor que el anterior, se
acepta este paso. El procedimiento se repite hasta que no se pueda obtener una mejor coincidencia (Figura 3). Los
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algoritmos se implementaron en una version independiente del software CATALOphore en C++ basado en el cédigo
fuente disponible libreme de AutoDock4 y PCL (The Point Cloud Library (PCL), http://pointclouds.org).

Ecuacion 1: Puntuacion de identidad CATALOphore

puntuacion = E puntuacion

1

puntuacion pyp, = E puntuacion
tipo=AC.d e HD N NADASA,.
. t - -
puntuacronﬁ;ﬁﬂm# Econsutta ~E diana:

Ejemplo 4 —

Para probar el procedimiento descrito anteriormente, se extrajeron nubes de puntos para enzimas que pertenecen al
grupo de las antiguas enzimas amarillas. Estas nubes de puntos de consulta se compararon con un subconjunto de
prueba de CATALObase que contiene nubes de puntos que representan 10 estructuras proteicas diversas (enzimas
amarillas antiguas, alcohol deshidrogenasas y lipasas). La Tabla 2 resume los resultados del proceso de
coincidencia. La mejor coincidencia se obtuvo para la estructura de la proteina utilizada para el disefio de la
consulta, como se esperaba, Clasificados mediante el presente "puntaje de identidad", los siguientes dos aciertos
son enzimas que previamente han demostrado tener una actividad similar a la antigua enzima amarilla pero que no
fueron anotadas ni caracterizadas bioquimicamente. Un control negativo y positivo se clasific6 como se esperaba.

Tabla 3: Los 5 mejores resultados del ejemplo de antigua enzima amarilla.

Entrada | Proteina Cadigo Puntuacioén de Comentarios
PDB identidad
1 Antigua enzima amarilla 10YA 97% utilizada para la creacion de la nube de
puntos de consulta
2 Antigua enzima amarilla 2GQ9 84% estructuralmente similar a 10YA, control
positivo

3 Estireno monooxigenasa 1USC 83% actividad OYE observada
putativa experimentalmente

4 Proteina no caracterizada 2R6V 81% actividad OYE observada
PHO0856 experimentalmente

5 Lipasa 1TCA 14% control negativo
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REIVINDICACIONES

1. Un método para seleccionar un catalizador de una reaccién quimica predeterminada, que comprende los pasos
de:

a) determinar las propiedades fisicoquimicas en las ubicaciones de los véxeles de la cuadricula, en donde la
cuadricula incluye la cavidad del sitio activo de una primera enzima, para obtener nubes de puntos de consulta para
cada tipo de propiedad fisicoquimica,

en donde las propiedades fisicoquimicas son

energias potenciales de atomos sin enlaces H, seleccionados entre azufre, cloro, calcio, manganeso, hierro, zinc,
bromo, yodo, fluor, magnesio, fésforo, carbono alifatico, carbono aromatico, nitrégeno e hidrégeno,

energias potenciales de aceptores de enlaces H, seleccionados entre nitrégeno, azufre y oxigeno,
energias potenciales de donantes de enlaces H, como hidréogeno, potencial electrostatico,
hidrofobicidad, y

accesibilidad,

b) crear una base de datos de nube de puntos de nubes de puntos correspondientes para cavidades de sitios activos
de proteinas predeterminadas;

c) buscar en la base de datos con las nubes de puntos de consulta para identificar de ese modo una de las proteinas
predeterminadas que tiene una cavidad del sitio activo que coincide con la cavidad del sitio activo de la primera
enzima, identificando asi una segunda enzima como catalizador, comparando las nubes de puntos de consulta con
las nubes de puntos correspondientes de la base de datos de nubes de puntos,

en donde

el paso d) comprende superponer las nubes de puntos de consulta y las nubes de puntos correspondientes de la
base de datos de nubes de puntos,

la comparacidon comprende comparar las propiedades fisicoquimicas en los voxeles de cuadricula de las nubes de
puntos de consulta con las propiedades fisicoquimicas en los voxeles de cuadricula mas cercanos de las nubes de
puntos correspondientes de la base de datos de nubes de puntos y generar una puntuacién de identidad individual
que representa la calidad de la coincidencia para cada propiedad fisicoquimica y generar un puntaje de identidad
como una suma ponderada de los puntajes de identidad individuales.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el paso d) comprende hacer rotar y trasladar la una o mas
nubes de puntos de consulta aleatoriamente.
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Fig. 3

¥ ¥
Cuadricula diana Cuadricula plantilla
| com | com
Diana superpuesta y cuadricula plantilla en COM
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> O Aleatorla, rotacién del mapa de cuadricula dlana
l Aleatoria, traslacién del mapa de cuadricula diang
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