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Resumen

La evolucion dirigida de enzimas es una poderosa metodologia surgida a inicios de los afios 90 del pasado siglo que permite
la obtencion de proteinas con caracteristicas mejoradas o con nuevas funciones nunca antes requeridas en la naturaleza. Esta
técnica imita en el laboratorio los principios darwinianos de la evolucion natural: la introduccion de mutaciones al azar en el
ADN que codifica para la proteina de interés y la posterior seleccion de aquellas variantes de la enzima que presentan mejo-
ras en la propiedad deseada. Este proceso se repite las veces necesarias hasta lograr biocatalizadores con aplicaciéon en bio-
medicina o en la industria. La relevancia de la evolucion dirigida de enzimas queda reflejada por los numerosos grupos de
investigacion y empresas de todo el mundo que tienen lineas de trabajo sobre esta técnica, asi como por el hecho de que su
pionera, la profesora Frances H. Arnold del Instituto de Tecnologia de California, fuera reconocida con el Premio Nobel de
Quimica en 2018.
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Abstract

Directed evolution of enzymes: a revolution in Chemistry. Directed evolution of enzymes is a powerful methodology
emerged in the early 90s of the past century that allows obtaining proteins with improved characteristics or with new functions
never before required in nature. This technique imitates in the laboratory the Darwinian principles of natural evolution: the in-
corporation of random mutations in the gene that codifies for the enzyme of interest, and subsequent selection of enzyme vari-
ants with improvements in the desired property. This process is repeated as many times as necessary until achieving biocata-
lysts with application in biomedicine or in industry. The relevance of this methodology is reflected by the numerous academic
and company laboratories throughout the world that have lines of research on this subject. Significantly, the pioneer in di-
rected evolution, Prof. Frances H. Arnold of the California Institute of Technology, was recognized with the Nobel Prize in
Chemistry in 2018.
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Introduccion

Desde que surgieron las primeras formas de vida hace 3.700
millones de afios, todos los ambientes naturales de nuestro
planeta han sido colonizados por organismos, incluso aque-
llos con las condiciones mas extremas. Asi, podemos encon-
trar animales y plantas capaces de resistir las altas temperatu-
ras y la sequedad del desierto, criaturas abisales adaptadas a
las elevadas presiones de los océanos mas profundos e inclu-
so virus y bacterias que resisten el frio inhospito de los Polos.
Todo esto es posible porque a lo largo de millones de afios la
evolucion natural ha sido capaz de resolver de forma gradual
una serie de desafios fisicoquimicos que han permitido la
aparicion de formas de vida cada vez mas complejas. Uno de
los retos mas importantes de la vida es la transmision de la
informacién necesaria para perpetuarla generacion tras gene-
racion. Y es aqui donde juega un papel fundamental el ADN,
la conocida como molécula de la vida, que en forma de genes
permite que se herede y se desarrolle generacion tras genera-
ciéon. Los genes, a su vez, codifican las que se consideran las
herramientas quimicas de la vida, las proteinas, las cuales se

han optimizado y modificado, creando una diversidad incon-
mensurable.

La investigadora Frances H. Arnold, del Instituto de Tecno-
logia de California (Caltech) y reconocida con la mitad del
Premio Nobel de Quimica de 2018, se inspir6 en los procesos
naturales implicados en la evolucion natural y utilizé los mis-
mos principios, los cambios genéticos y la seleccion, con el
objetivo de generar nuevas enzimas que aporten beneficios a
la humanidad. Este proceso se conoce como evolucion dirigi-
da de enzimas, siendo las enzimas una clase especial de pro-
teinas caracterizadas por tener la capacidad de acelerar reac-
ciones quimicas. En 1991 Arnold publico el primer trabajo
sobre evolucion dirigida de enzimas, en concreto, sobre la
evolucion de una proteasa para mejorar su resistencia a disol-
ventes organicos'. En los casi 30 afios que han pasado desde
entonces, son cientos las enzimas disenadas por evolucion en
el laboratorio que se utilizan para la obtencion de productos
muy diversos, los cuales abarcan desde farmacos hasta bio-
combustibles.
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La otra mitad del premio Nobel fue otorgado a los investiga-
dores George P. Smith y Gregory Winter. En 1985, George P.
Smith desarrollé un elegante método denominado visualiza-
cion de fagos (phage display en inglés), que esta basado en el
uso de bacteriofagos -virus que infectan a las bacterias- para el
desarrollo de nuevas proteinas’. Por su parte, Gregory Winter
utiliz6 la presentacion de fagos para la evolucion dirigida de
anticuerpos, con el objetivo de producir nuevos farmacos’. El
primero basado en este método, el adalimumab, fue aprobado
por la Administracion de Medicamento y Alimentos de Esta-
dos Unidos en 2002 y se utiliza para el tratamiento de enfer-
medades como la psoriasis, la enfermedad de Crohn o la artri-
tis reumatoide. Desde entonces, la presentacion de fagos ha
producido anticuerpos que pueden neutralizar toxinas, con-
trarrestar enfermedades autoinmunes y curar el cancer me-
tastasico.

En este articulo abordaremos los aspectos generales de la evo-
lucién in vitro, los microorganismos que se utilizan como
hospedadores, los métodos empleados para la generacion de
diversidad génica y las técnicas que permiten la exploracion
de las librerias de variantes enzimaticas. Por ultimo, tratare-
mos de dilucidar como disefar una ruta evolutiva de manera
eficiente para poder obtener la enzima con las propiedades
deseadas.

Aspectos generales sobre evolucion dirigida

La evolucion molecular dirigida o evolucion in vitro es una
poderosa metodologia que permite la obtencion de proteinas
con propiedades mejoradas o con nuevas funciones nunca
antes requeridas en la naturaleza*®. Antes de la aparicion de
esta técnica a inicios de 1990, el disefio racional o mutagénesis
dirigida, consistente en el cambio de aminoacidos concretos en
base a modelos tridimensionales o estructuras cristalograficas,
constituia la via mas frecuente para la creacion de nuevas
actividades enzimaticas. A pesar de los grandes avances en la

elucidacion estructural de proteinas mediante difraccion de
rayos X y espectroscopia de resonancia magnética nuclear, del
desarrollo de métodos computacionales y predictivos para
anticipar las interacciones enzima-sustrato’, o de la recons-
truccién de genomas gracias a la disponibilidad de extensas
bases de datos®, el conocimiento acumulado sobre el plega-
miento, mecanismo y funcion catalitica no es garantia sufi-
ciente para el disefio racional exitoso de biocatalizadores™"’.

La evolucion dirigida recrea en el laboratorio los principios
darwinianos de evolucion natural, permitiendo el disefio de
enzimas con propiedades de alto interés biotecnologico en
ausencia de informacion estructural o mecanistica previa. En
la evolucion dirigida la presion selectiva es controlada por el
cientifico en busca de una mejora en una propiedad enzimatica
concreta al tiempo que la escala temporal se reduce a tan sélo
meses, e incluso dias, de trabajo en el laboratorio"">.

Un experimento de evolucion dirigida comienza con la gene-
racion de diversidad génica mediante mutagénesis aleatoria
y/o recombinacién de los genes que codifican para la proteina
de interés. Esta diversidad generada se expresa en un micror-
ganismo hospedador adecuado y se explora bajo unas condi-
ciones muy determinadas a fin de seleccionar aquellas varian-
tes enzimaticas que presenten una mejora en la propiedad
objeto de estudio. Finalmente, los genes que codifican para
estas enzimas se aislan con el fin de analizar las mutaciones
introducidas y/o los procesos de recombinacion que han tenido
lugar. Los genes “ganadores” se someten a un nuevo ciclo de
mutacion y/o recombinacion seguido de seleccion o cribado
(en inglés, screening), acumulandose mejoras en la propiedad
de interés generacion tras generacion (figura 1). Este proceso
se repite tantas veces como sean necesarias, de manera que la
introduccion, recombinacion y transmision de las mutaciones
adquiridas a lo largo de las generaciones conducira a la obten-
cion del biocatalizador con las caracteristicas deseadas'®"”.
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Fig. 1: Esquema general de un experimento de evolucion molecular dirigida. Las mutaciones estan representadas como estrellas.
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Las mutaciones beneficiosas descubiertas en experimentos de
evolucidn in vitro se encuentran a menudo en zonas alejadas
de los sitios cataliticos de interés, lo que permite descubrir
regiones o posiciones determinadas que dificilmente podrian
haberse anticipado mediante un enfoque racional'®. No obs-
tante, ambas herramientas de disefio de proteinas no son in-
compatibles, sino todo lo contrario. La combinacion de estra-
tegias que dirigen la mutagénesis a aminoacidos o regiones
concretas de una proteina con la evolucion dirigida de todo el
gen puede facilitar la obtencion de enzimas de gran interés
biotecnoldgico™. En este sentido, se han desarrollado nu-
merosos algoritmos bioinformaticos basados en el analisis
computacional de conjuntos de datos de secuencias o de rela-
ciones secuencia-funcion y que permiten el disefio de colec-
ciones de mutantes en las que predominan las mutaciones
beneficiosas frente a las perjudiciales®.

Tras casi 30 afios de historia, la evolucion dirigida se ha con-
vertido en la herramienta mas potente y versatil para el disefio
de proteinas™. Asi, haciendo uso de la evolucién in vitro se
han mejorado multitud de propiedades enzimaticas, por
ejemplo, la estéreo-selectividad®, la regioselectividad®?, la
quimioespecificidad®®?®, la expresion funcional heteréloga®”
¥ 1a termoestabilidad®™2, la estabilidad oxidativa'**, la acti-
vidad a pH alcalino*?®, asi como la luminiscencia y la foto-
estabilidad de proteinas fluorescentes® . La evolucion diri-
gida también ha permitido conseguir actividad en medios no
naturales para las enzimas como son los disolventes organi-
cos"™* los liquidos i6nicos™ o la sangre humana®.
Ademas, en el marco de la biologia sintética, la evolucién in
vitro esta facilitando la ingenieria de complejas rutas metabo-
licas y de genomas enteros*™*. También se han desarrollado
métodos de evolucion in vivo como la plataforma de evolu-
cién continua asistida por fagos (PACE), de la que hablare-
mos mas adelante, o técnicas basadas en el proceso de hiper-
mutacion somatica que ocurre en los linfocitos B de mamife-
ros”’. En estos métodos la funcién objeto de evolucién esta
acoplada a una propiedad celular facilmente detectable, como
la supervivencia o la fluorescencia, y han permitido acelerar
atn mas el camino evolutivo, llevando a cabo docenas de
generaciones en un solo dia con una intervencion minima por
parte del investigador.

La importancia de la evolucion dirigida queda demostrada por
la tendencia exponencial creciente en el nimero de trabajos
cientificos publicados sobre el tema desde sus inicios a prin-
cipios de los afios 90 del pasado siglo (figura 2), por la dispo-
nibilidad en el mercado de diversos productos desarrollados
mediante evolucion en el laboratorio y por la inversion en
proyectos de investigacion sobre evolucion dirigida de enzi-
mas que realizan importantes empresas biotecnologicas como
Novozymes, Maxygen y Codexis, entre otras*®,

Eleccion del microorganismo hospedador
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Fig. 2: Numero de articulos cientificos sobre evolucion dirigida
publicados por afio desde 1990 hasta abril de 2019 inclusive. Infor-
macion obtenida de la base de datos Scopus introduciendo “directed
evolution” como término de busqueda.

de interés es el primer requisito para llevar a cabo un expe-
rimento de evolucion dirigida. Sin embargo, seleccionar un
microorganismo hospedador adecuado para la expresion de
un determinado gen es a menudo dificil ya que la expresion
génica esta controlada por numerosos factores a nivel trans-
cripcional y traduccional cuyos efectos sobre el gen de interés
son dificil de predecir®. Aunque son muchos los microorga-
nismos cultivables que podrian servir a priori como hospeda-
dores en ensayos de evolucion dirigida, hasta la fecha sélo se
han utilizado varias especies bacterianas y de levadura asi
como contadas lineas celulares de insectos y de mamiferos™.

Dos de las especies bacterianas mas empleadas como hospe-
dador en estudios de evolucion dirigida son Thermus ther-
mophilus y Escherichia coli. Por un lado, la bacteria hiper-
termofila Thermus thermophilus se caracteriza por un sistema
de competencia natural, una elevada temperatura de creci-
miento (62-75°C dependiendo de la cepa), una rapida tasa de
crecimiento, una alta eficiencia de transformacién (1010
colonias por pug de ADN) y un sistema de competencia natu-
ral que permite la transformacién de ADN exdgeno’ (tabla
1). Es precisamente su capacidad de crecer a alta temperatura
la que ha permitido su uso para la obtencion de proteinas
termoestables mediante evolucion dirigida™. Por su parte, la
bacteria mesofila Escherichia coli es, con diferencia, el mi-
croorganismo mas utilizado como hospedador debido a su
alta eficiencia de transformacion (10°-10" colonias por pg de
ADN), su rapida tasa de crecimiento, su capacidad de mante-
ner estable el ADN plasmidico, el detallado conocimiento de
su genoma Yy la disponibilidad en el mercado de técnicas ruti-
narias de biologia molecular que permiten su facil manipula-
cion™ (tabla 1). No obstante, la expresion bacteriana de genes
eucaridticos a menudo se ve limitada por las diferencias entre
los sistemas de expresion bacterianos y nativos, por ejemplo,
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Tabla 1: Resumen de las caracteristicas y herramientas genéticas disponibles para las bacterias Escherichia coli y Thermus thermop-

hilus y las levaduras Saccharomyces cerevisiae y Pichia pastoris.

) Eficiencia de Disponibilidad  Temperatura dptima ) . .
Competencia .. L. L. Tiempo de Secrecion de proteinas al
— transformacion de plismidos de crecimiento duplicacién (h) dio extracelula
natural (UFC¥ug de ADN) T °C) uplicacién medio extracelular

Bacteria

Escherichia coli 10%-10" v 37 0,25-0,33 x*
Thermus thermophilus v 105-10° v 62-75 0,58-1 x*
Levadura

Saccharomyces cerevisiae x 107-10° v 30 1,25-2 v

Pichia pastoris x 10°-10¢ x 30 1.5-2 v

a. UFC = unidades formadoras de colonias. *Se requiere un paso adicional de lisis celular

la ausencia de chaperonas y de modificaciones post-
traduccionales o el distinto uso de codones (aunque existen
cepas disefiadas especialmente para expresar genes con alto
contenido de codones raros en E. coli>. Tales diferencias dan
lugar a bajos niveles de expresion o a un plegamiento inco-
rrecto de las proteinas, lo que origina su degradacion o su
acumulacion en cuerpos de inclusion”’. Estos inconvenientes
pueden evitarse eligiendo hospedadores eucarioticos como las
levaduras Pichia pastoris y Saccharomyces cerevisiae.

Hasta la fecha, la levadura metanotréfica Pichia pastoris se
ha utilizado para la produccion heterdloga de mas de 1000
proteinas, gracias a que, al ser un organismo eucariota, tiene
la capacidad de producir proteinas solubles correctamente
plegadas con las modificaciones post-traduccionales adecua-
das y el correspondiente procesamiento proteolitico™. Ade-
mas, su cultivo en fermentadores en continuo da lugar a den-
sidades celulares muy altas (>130 g de biomasa celular seca
por litro de cultivo), permitiendo la secrecion de grandes
cantidades de proteina™. Sin embargo, la inmensa mayoria de
los vectores disponibles para la expresion de proteinas hetero-
logas en P. pastoris son integrativos, lo que constituye el
principal obstaculo para el uso de esta levadura como hospe-
dador en evolucién dirigida® (tabla 1). Aunque se han des-
arrollado sistemas basados en la integracion de cassettes de
expresion mediante PCR de extension por solapamiento para
la generacion de librerias de mutantes de hidroxinitril liasas™
(Liu et al., 2008), la integracion del plasmido en el genoma
hace mas laboriosa la recuperacion de los genes y, por consi-
guiente, dificulta el proceso evolutivo.

Estos problemas pueden resolverse haciendo uso de la leva-
dura Saccharomyces cerevisiae como microorganismo hos-
pedador ya que tiene una mayor eficiencia transformacion
que P. pastoris (hasta 10’-10® colonias por pg de ADN), tam-
bién lleva a cabo modificaciones post-traduccionales, y dis-
pone de un mecanismo muy eficaz de secrecion de proteinas.
Ademas, al contrario que P. pastoris, S. cerevisiae permite
trabajar con diversos vectores episdmicos multicopia que
facilitan la recuperacion de los genes seleccionados en el

screening™® (tabla 1). Una ventaja muy atractiva de S. cere-

visiae es que, a diferencia de lo que ocurre en E. coli y P.
pastoris, tiene una elevada frecuencia de recombinacion
homologa que facilita la creacion de diversidad génica in vivo
a partir de varios genes parentales™. Por otra parte, la ligacion
de los genes mutados en vectores de expresion es un paso
critico que requiere de PCRs adicionales pudiendo introducir-
se nuevas mutaciones en regiones no deseadas. El mecanismo
reparador de huecos (in vivo gap repair) de S. cerevisiae
permite sustituir la ligacién in vitro, obteniendo in vivo
plasmidos circulares de replicacion autdnoma por co-
transformacion del plasmido linearizado y de genes mutados
que contienen secuencias homologas (de entre 20 y 50 pares
de bases, pb) con ambos extremos del plasmido™.

Generacion de diversidad génica

El éxito de cualquier experimento de evolucion dirigida de-
pende, en gran medida, de la disponibilidad de una amplia
gama de metodologias que permitan la creacion de genotecas
con un tamano ajustado a la capacidad del ensayo de scree-
ning y con una calidad adecuada, la cual esta determinada por
la frecuencia de las mutaciones/recombinaciones y por el tipo
de mutaciones introducidas.

Los procedimientos empleados tipicamente en experimentos
de evolucion dirigida para generar variabilidad génica son los
métodos mutagénicos y los basados en la ecombinacion del
material genético®.

Métodos mutagénicos

a) Mutagénesis aleatoria: aunque desde un punto de vista
técnico todavia no se han optimizado muchas de las condi-
ciones deseables para experimentos de mutagénesis al azar, el
objetivo ideal de estas aproximaciones es el poder sustituir de
forma aleatoria cualquier aminodcido de una cadena poli-
peptidica por los otros 19 aminodcidos de una manera estadis-
tica y sin limitar la expresion de la proteina en el organismo
hospedador. Ademas, seria altamente conveniente que estos
métodos cumplieran los siguientes requisitos: i) tener un es-
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pectro mutacional imparcial; ii) presentar una frecuencia mu-
tacional controlable por el investigador; iii) dar lugar a susti-
tuciones nucleotidicas consecutivas; iv) permitir mutagénesis
en subconjuntos, por ejemplo, introducir principalmente ami-
noacidos cargados positiva 0 negativamente; v) ser indepen-
dientes de la longitud del gen, vi) ser reproducible y sencillo;
y vii) ser de bajo coste®*.

De cara a conseguir que un proyecto de evolucion dirigida sea
exitoso, es esencial el ajuste preciso de la frecuencia mutacio-
nal. Un cambio aminoacidico por gen parece la tasa mutacio-
nal mas adecuada para la comprension directa de las relacio-
nes estructura-funcién. Sin embargo, la mayoria de los expe-
rimentos de evolucion emplean frecuencias mutacionales que
inducen de uno a cuatro cambios aminoacidicos (de dos a
siete cambios nucleotidicos) por cada 1.000 pb®. La seleccion
de estas condiciones es debida a que a menudo existen limita-
ciones de caracter practico, ya que los laboratorios de muchos
centros de investigacion solo pueden llevar a cabo la explora-
cion de pequenas librerias de mutantes (de entre 2.000 y
20.000 clones). Ademas, dicha tasa mutacional permite la
deteccion de mutaciones beneficiosas, mucho menos frecuen-
tes que las perjudiciales o neutras, como se explicara en el
apartado Disefio de estrategias evolutivas de este articulo™.

Con el objetivo de tener un nimero suficiente de clones acti-
vos, las tasas mutacionales se ajustan empiricamente para que
el 40-60% de los clones retengan el 10% de la actividad del
gen parental®. No obstante, existen casos excepcionales en
los que se han obtenido anticuerpos con afinidades mejoradas

a partir de librerias altamente mutagenizadas (con hasta 22,5
cambios nucleotidicos por gen)™.

El método mas utilizado en evolucion dirigida por su sencillez
y eficacia para introducir mutaciones en el material genético es
la reaccion de PCR propensa a error (en inglés, error-prone
PCR o epPCR). Esta técnica hace uso de DNA polimerasas
que exhiben baja fidelidad durante la amplificacion génica. La
DNA polimerasa Taq de la bacteria terméfila Thermus aquati-
cus es la mas empleada en reacciones de epPCR. La Taq po-
limerasa es una enzima robusta que carece de actividad exo-
nucleasa 3°’—5’, lo que se traduce en una elevada frecuencia
de error intrinseca (8,0-10° mutaciones por nucledtido y por
duplicacion)®. Sin embargo, dicha tasa mutacional es insufi-
ciente para mutagenizar de forma efectiva genes que raramen-
te superan las 5.000 pb. Los métodos mas destacados para
aumentar la probabilidad de error son la adicion de MnCl, y el
uso de concentraciones desbalanceadas de los cuatro desoxi-
rribonucleétidos (ANTPs) naturales®. También tienen efectos
mutagénicos el incremento del tiempo de extension y de las
concentraciones de Taq polimerasa y de MgCl, en la reaccion,
la disminucién de la concentracion de DNA molde™ o el uso
de nucleétidos analogos a los ANTPs naturales®.

Como alternativa a la variacion de parametros, es posible
aumentar la falta de exactitud de la Taq polimerasa mediante
ingenieria de proteinas®, o bien emplear ADN polimerasas
con diferentes espectros mutacionales como son la Mutazi-
ma®”’ 0 las DNA polimerasas humanas B, 1 y """ (tabla 2).

Tabla 2: Frecuencia y tipo de mutaciones de los métodos mutagénicos basados en el empleo de ADN polimerasas. Ts/Tv: cociente
transicion/transversion. PolH: ADN polimerasa humana. n.d.: no determinado.

Tagq polimerasa Mutazima® [ M“‘“f:“‘“‘g Método MutaGen
dT?’TPs MnCL/dANTPs MnClz/dNTPs MnCIx{dNTPs dT.H’TPs dNTPs PolH p PolH PolH
desequilibrados® | equilibradoes® | desequilibrados® | desequilibrados® | equilibrados® | equilibrados” n"
Ts/Ty 3.7 29 L1 0.8 1,2 0.8 3.7 6.0 2,1
Transiciones (%)
A>G, T>C 57.2 63,2 350 27.6 10,3 17.5 439 729 54.1
G2>A, C>T 21.3 9.5 17,5 13,6 437 255 34,8 8.8 13,1
Transversiones (%)
AST. T>A 149 16.1 375 409 11,1 285 6.6 6.5 13,1
A>C T>G 24 4.0 5.0 7.3 42 4.7 4.2 23 6.5
G>T.C>A 2.8 33 5.0 45 20,0 14,1 9.0 1.8 49
G=>C.C>G 1.4 1.4 0.0 14 8.8 4.1 14 3.0 8.1
Inserciones (%) 1.3 n.d. 0.0 03 0.8 0.7 27 27 29
Deleciones (%)
De un nucleétido 3.1 1.5 0.0 42 1.1 4.8 1.8 4.8 29
ﬁfﬁgtf::: 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 L1 5.8

[dATP] = [dGTP] =0.2 mM y [dTTP] = [dCTP] = 1 mM (Emond et al., 2008).

[dATP] = [dGTF] = [dTTF] = [dCTP] = 0.2 mM (Cline y Hogrefe, 2000).

[dATP] = [dGTP] = [dTTP]

SEm S RS T

[MnClz] = 0.25 mM y [dATP] = [dTTP] = [dGTP] = [dCTP] = 0.02 mM (Lin-Goerke et al., 1997).
[MnCl,] =0.15 mM y [dATP] = [dGTP] = 0.2 mM y [dTTP] = [dCTP] = | mM (Shafikhani ef al., 1997).
[MnClz] = 0.5 mM y [dATP] = [dGTP] = 0.2 mM y [dTTP] = [dCTP] = 1 mM (Shafikhani ef al., 1997).

[

[dCTP] = 0.2 mM (GeneMorph® II random mutagenesis kit, Stratagene).

Amplificacion del gen entero y [dATP] = [dGTP] = 0.05 mM y [dTTP] = [dCTP] = 0.1 mM (Emond et al., 2008).

Amplificacion del gen entero y [dATP] = [dGTP] = [dTTP] = [dCTP] = 0.1 mM (Emond et al., 2008).

Amplificacién de la regidn del gen codificante para el dominio catalitico y [dATP] = [dGTP] = [dTTP] = [dCTP] = 0.1 mM (Emond er al., 2008).
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De hecho, todas las ADN polimerasas descritas tienen una
gran tendencia hacia las transiciones (cambios de bases puri-
cas por puricas y pirimidinicas por pirimidinicas) frente a las
transversiones (cambios de bases puricas por pirimidinicas y
a la inversa), reduciendo la variedad de los cambios nucleoti-
dicos e impidiendo la completa exploracion del espacio pro-
teico. No obstante, la probabilidad de que tengan lugar trans-
versiones frente a transiciones puede aumentarse mediante el
empleo de la Taq en presencia de MnCl, y concentraciones
desequilibradas de dNTPs o usando la Mutazima® II (tabla
2). Ademas, los métodos de epPCR estan limitados por la
degeneracion del codigo genético, lo que hace que a menudo
un cambio de nucledtido no dé lugar a cambio de aminoacido
o0 bien que genere una mutacion conservativa, esto es, el cam-
bio de un aminoéacido por otro de caracteristicas bioquimicas
similares. Como consecuencia, la sustitucion de un nucleotido
da lugar, en promedio, a solo 5,7 cambios aminoacidicos
frente a los 19 posibles™.

b) Mutagénesis saturada: los métodos mutagénicos actual-
mente disponibles presentan la desventaja de que su uso im-
pide la exploracion de una parte importante del espacio pro-
teico. Para paliar esta limitacion se puede hacer uso de la
mutagénesis saturada, estrategia consistente en el cambio de
un Unico codén que codifica para un inico aminoacido por
todos los codones que codifican para los 20 aminoacidos
naturales, con el objetivo de localizar el aminoacido dptimo
para la funcion enziméatica que se pretende mejorar. De esta
manera se consigue aumentar el nimero de cambios amino-
acidicos respecto a los accesibles por mutagénesis aleatoria
convencional™, si bien es un método dirigido, no aleatorio y,
por tanto, debe ser empleado dentro de un contexto semirra-
cional o hibrido™’,

Puede utilizarse también para mutagenizar varios codones

(mutagénesis saturada combinatorial, MSC), tanto en bloques
contiguos como en posiciones separadas, permitiendo la ex-
ploracion de todas las posibles combinaciones de los aminoa-
cidos de interés, de cara a optimizar sus interacciones para la
propiedad proteica objeto de estudio. Aunque el uso combi-
nado de la mutagénesis saturada con métodos de cribado de
alto rendimiento (en inglés high-throughput screening) ha
permitido la mejora de diferentes propiedades enzimaticas
como la termoestabilidad, la especificidad de sustrato y la
enantioselectividad””, nuevamente surgen limitaciones en la
exploracion, ya que los experimentos de MSC generan librer-
ias con un gran niimero de mutantes. Si la mutagénesis satu-
rada de las posiciones de interés tiene lugar al nivel de DNA
por una “randomizacion” NNN (donde N representa una
mezcla de A, C, T y G), la mutagénesis saturada de un tnico
codon generaria 64 variantes, mientras que la mutagénesis
saturada de dos y tres codones produciria 4.096 y 262.144
variantes diferentes, respectivamente. Una estrategia amplia-
mente utilizada para reducir el nimero de mutantes es la utili-
zacion de los codones NNK, donde K es G o T (tabla 3). Esta
restriccion da lugar a 32 codones codificantes para los 20
aminodcidos y con un codon parada y sélo 11 codones redun-
dantes, es decir, que codifican para el mismo aminoéacido®.
Aun mas eficiente es el denominado “truco de los 22 codo-
nes”, basado en el uso de una mezcla especial de tres oligo-
nucledtidos: uno con el codéon NDT (12 codones), otro con el
codén VHG (9 codones) y el dltimo con el codon TGG”.
Entre las ventajas de este método se encuentran que la mezcla
no contiene codones parada, sdlo es redundante para valina
(GTT, GTG) y leucina (CTT, CTG), y que para la explora-
cion por MSC de dos y tres posiciones aminoacidicas se ne-
cesitarian 1.450 y 31.899 variantes, nimeros muy inferiores a
los necesarios en el caso de usar codones NNN y NNK (tabla
3).

Tabla 3. Tipos de codones degenerados utilizados en mutagénesis saturada. La diversidad con NNN es de 64 codones y 20 aminoacidos, con
NNK es de 32 codones y 20 aminoacidos y con el truco de los 22 codones (NDT/VHG/TGG) es de 22 codones y 20 aminoacidos.

Truco de los 22 codones

NNN NNK
Niimero de codones (NDT/VHG/TGG)
saturados ime: 1 imel 1 5 9
dinnltineainente Ll Clones para cubrir el LDl Clones para cubrir el s Clones para cubrir el
I codones 95% de la libreria* codones  gso, dela libreria® _C*4™ 950, de la libreria®
(diversidad) o CeTTTEET (diversidad) o GeTA DI (diversidad) o detafibrend
1 64 192 96 2 66
2 4096 12.288 1024 3072 484 1452
3 262.144 768.432 32.768 98.304 10.648 31.944
4 16.777.216 50.331.648 1.048.576 3.145.728 234.256 702.768

#*Namero de clones que hay que cribar para cubrir el 95% del total de posibles variantes en la libreria.

N = adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G).
K = guanina (G) o timina (T).

D = adenina (A), timina (T) o guanina (G).

V = adenina (A), citosina (C) o guanina (G).

H = adenina (A), timina (T) o citosina (C).
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Métodos de recombinacion del ADN

El intercambio de material genético mediante recombinacion
durante los procesos de reproduccion sexual constituye unas
de las bases de la evolucion de las especies, puesto que da
lugar al aumento de la variabilidad genética de una poblacion
dada y a la eliminacion del material genético de las mutacio-
nes perjudiciales, traduciéndose en una mejor adaptacion de
los individuos a los cambios del entorno™.

En la actualidad, existen numerosas técnicas que reproducen
en el laboratorio los procesos de recombinacion del ADN. En
términos generales, la estrategia de recombinacion de ADN
es complementaria y sinérgica con la mutagénesis aleatoria, al
facilitar la incorporacion en un mismo gen de las mutaciones
beneficiosas de diferentes genes parentales asi como la elimi-
nacion de mutaciones neutras por cruzamiento de los genes
descendientes con el gen parental (retrocruzamiento o back-
crossing)>.

Los métodos de recombinacion utilizados en evolucion diri-
gida se clasifican en dos grupos, dependiendo de si la recom-
binacion tiene lugar mediante reacciones de PCR (recombi-
nacion in vitro) o en el interior de un microorganismo hospe-
dador (recombinacion in vivo).

a) Métodos de recombinacion de ADN in vitro: en 1994 el
investigador y empresario neerlandés Willem P. C. Stemmer
describio la primera metodologia de recombinacion de ADN
in vitro: el barajado in vitro del DNA (en inglés, in vitro DNA
shuffling). Esta técnica consiste en la fragmentacion aleatoria
de los genes que se desea recombinar con una DNAsa, segui-
da de una reaccién de PCR en ausencia de oligonucledtidos
cebadores. Los fragmentos anillan entre ellos debido al alto
grado de homologia y los ciclos sucesivos de anillamiento y
extension dan lugar a genes enteros cuyas secuencias son
recombinaciones de las de los parentales. Estos genes enteros
se utilizan como molde en una segunda reaccion de PCR de
cara a obtener suficiente cantidad para llevar a cabo el clona-
je”. Stemmer demostré que la recombinacién de los genes
mediante barajado in vitro puede dar lugar a enzimas atin mas
eficientes. Tal fue la importancia de su contribucion que en
2011 recibi6, junto con la Prof. Arnold, el Premio Charles
Stark Draper, uno de los maximos galardones en el campo de
la ingenieria.

El éxito del in vitro DNA shuffling anim6 a la comunidad
cientifica a desarrollar metodologias recombinantes diferen-
tes, entre las que se pueden destacar: i) la recombinacion
homoéloga mediante StEP (Staggered Extension Process)® y
RACHITT (RAndom CHImeragenesis on Transient Templa-
tes)™; ii) la recombinacion de genes de una misma familia o
de genes relacionados con una homologia de secuencia supe-
rior al 60% mediante DOGS (Degenerate Oligonucleotide
Gene Shuffling)®; iii) la recombinacién de genes con una
homologia de secuencia inferior al 60% a través del ITCHY

(Incremental Truncation for the Creation of HYbrid enzy-
mes)®, del THIO-ITCHY (derivado del anterior, utiliza nu-
cleétidos a-fosfotiolados)*, del SHIPREC (Sequence Homo-
logy-Independent Protein RECombination)®® y del barajado in
vitro de exones (in vitro exon shuffling)®® y iv) el uso combi-
nado del ITCHY con el barajado in vitro del DNA a través
del SCRATCHY? y del enhanced crossover SCRATCHY
(derivado del anterior, permite obtener un mayor ntimero de
clones con multiples entrecruzamientos™).

b) Métodos de recombinacién in vivo: S. cerevisiae como
herramienta para la creacion de diversidad. Las técnicas
de recombinacion in vitro del ADN requieren de reacciones
de PCR adicionales para la amplificacion de los genes com-
pletos y para la ligacion de estos genes en el correspondiente
vector de expresion, lo que a menudo genera la introduccion
de mutaciones no deseadas. Esto puede evitarse haciendo uso
de S. cerevisiae, cuyo mecanismo de replicacion de alta fide-
lidad permite la recombinacion no mutagénica de los genes
parentales, proceso conocido como barajado in vivo del ADN
o in vivo DNA shuffling en inglés®”. Esta levadura presenta
ademas una alta frecuencia de recombinacion homdloga
habiéndose demostrado entrecruzamientos de fragmentos que
tienen entre 20 y 200 pb de homologia®. La longitud de los
extremos solapantes en la region de entrecruzamiento entre el
gen de interés y el pldsmido linearizado es un factor clave que
determina la eficiencia de la transformacion. Asi, regiones de
homologia con al menos 40 pb dan lugar a eficiencias de
recombinacion de alrededor del 70%".

Estas propiedades convierten a S. cerevisiae en una herra-
mienta ideal en evolucion dirigida ya que permite la clona-
cion y la recombinacion in vivo de genotecas mutagénicas
con el plasmido linearizado™. Para ello, el {nico requisito es
la presencia de 30-40 pb de homologia entre los extremos del
gen de interés (o de los diferentes genes que se quieren re-
combinar) y del vector de expresion linearizado®>. El método
IVOE o extension por solapamiento in vivo (In Vivo Overlap
Extension) permite crear librerias de mutantes para estudios
de mutagénesis saturada (tanto simple como combinatorial),
mutagénesis dirigida, mutagénesis de insercion y de delecion.
En el IVOE se realizan dos o mas reacciones de PCR con
oligonucledtidos degenerados en la posicion/posiciones de
interés empleando cebadores que contienen secuencias homo-
logas con el plasmido linearizado, dando lugar a fragmentos
de PCR homologos entre si y homologos con respecto al
vector linearizado.

Finalmente se consigue la recombinacion, ligacion y clonaje
en un unico paso de transformacion (figura 3A)%. El método
IVAM (In vivo Assembly of Mutant libraries with diferent
mutational spectra) consiste en la co-transformacion en la
levadura del pldsmido linearizado con dos o méas genotecas de
mutantes obtenidas con DNA polimerasas que presentan
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Fig. 3: Figura 3. Seleccion de métodos empleados en evolucion dirigida y biologia sintética para la creacion de diversidad genética in vivo
haciendo uso de Saccharomyces cerevisiae. (A) IVOE. (B) IvAM. (C) MORPHING. (D) DNA assembler. (E) CLERY. (F) StEP mutagéni-
co combinado con barajado in vivo del ADN. Las mutaciones estan representadas como estrellas. Los promotores, genes y terminadores que
componen los diferentes cassettes de expresion de la ruta metabdlica estan denominados como P, G y T, respectivamente.

distintas predisposiciones mutacionales (diferentes relaciones
transicion/transversion), lo que facilita la adquisicion de una
mayor riqueza mutacional en la libreria (figura 3B)*. Por su
parte, el MORPHING (Mutagenic Organized Recombination
Process by Homologous IN vivo Grouping) es un método que
combina la epPCR en ciertos dominios con la recombinacion
in vivo intrinseca de Saccharomyces, permitiendo enfocar la
mutagénesis en ciertos dominios (fragmentos génicos de ~90
pb) mientras que el resto del gen permanece libre de mutacio-
nes (figura 3C)™

En el contexto de la biologia sintética, se estd realizando un
exhaustivo empleo de S. cerevisiae para el ensamblaje in vivo
de rutas metabolicas mediante diversas técnicas. Un ejemplo

lo constituye el DNA assembler, el cual esta basado en el
auto-ensamblaje en la levadura de los diferentes cassettes que
componen la ruta metabolica, expresando de manera funcio-
nal sus productos génicos (figura 3D)*

Por ultimo, también se han desarrollado métodos que combi-
nan las técnicas de recombinacién in vitro e in vivo. Por
ejemplo, el método CLERY (Combinatorial Libraries En-
hanced by Recombination in Yeast) consiste en pasos conse-
cutivos de in vitro e in vivo DNA shuffling (figura 3E)*®. De
manera similar también se ha empleado la combinacion de
StEP mutagénico con barajado in vivo del ADN para la evo-
lucion dirigida de peroxidasas (figura 3F)*
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Exploracion de las librerias de mutantes

Junto con la generacion de diversidad en el gen de interés y la
consiguiente expresion en un hospedador adecuado, el éxito
de cualquier experimento de evolucion dirigida depende del
desarrollo de un método de screening robusto para la propie-
dad que se desea mejorar. El conjunto de técnicas disponibles
para la exploracién de librerias de variantes enzimaticas se
puede clasificar en métodos de seleccidon genética, ensayos de
cribado alto rendimiento (high throughput screening) y méto-
dos de cribado de ultra alto rendimiento (ultra-high through-
put screening).

Meétodos de seleccion genética

Los métodos de seleccion genética son aquellos en los que la
funcion enzimatica objeto de estudio esta vinculada a la su-
pervivencia o velocidad de crecimiento del microorganismo
hospedador. De esta manera, solo aquellos clones que produ-
cen una enzima mejorada sobreviven o crecen mas rapidamen-
te. Los métodos de seleccion son compatibles con librerias
muy grandes (~10° clones) y no requieren instrumentacion
especial”. No obstante, suele tratarse de métodos muy especi-
ficos y dificiles de implementar lo que, combinado con el
hecho de que la propiedad enzimatica de interés no debe inter-
ferir en el complejo metabolismo celular y que debe ser distin-
guible del resto de reacciones celulares, hace que su uso en
experimentos de evolucion in vitro esté reducido a la ingenier-
ia de enzimas destoxificantes o enzimas que sintetizan nutrien-

tes esenciales para el crecimiento y la supervivencia celu-
97,98
lar™ ™.

Ensayos de cribado de alto rendimiento

En consecuencia, el interés de los investigadores se centra en
el desarrollo de protocolos de cribado o screening en inglés,
en los que cada miembro de la libreria es analizado indivi-
dualmente para la funcion objeto de estudio, a diferencia de
los métodos de seleccion en los que sélo se estudian los clo-
nes supervivientes. El screening debe asegurar la deteccion de
las pequeiias mejoras esperadas a partir de la sustitucion de un
unico aminoacido. Con este fin, las condiciones del ensayo se
ajustan de forma que la propiedad de la enzima nativa o pa-
rental esta cerca (y nunca por debajo) del limite de deteccion.

El screening de la propiedad enzimatica se lleva a cabo, de
forma general, mediante la deteccion de absorbancia o emi-
sion de fluorescencia. Algunos métodos de screening se reali-
zan en fase solida (placas de agar), donde los cambios de color
se detectan directamente por visualizacion directa (aparicion
de halos en torno a las colonias o de color en el interior del
hospedador) o por andlisis de imagenes digitales. Los métodos
en fase solida requieren que el sustrato pueda ser aportado
como parte del medio de crecimiento y han de ser los suficien-
temente sensibles como para que las colonias que expresan
variantes con propiedades mejoradas muestren diferencias de
color o fluorescencia con respecto a la enzima parenteral o a
los clones inactivos®.

Fig. 4: Ejemplos de herramientas de cribado de alto rendimiento
utilizadas en experimentos de evolucion dirigida. (A) Robot picador
de colonias. (B) Robot manipulador de liquidos. (C) Robot dispen-
sador de liquidos. (D) Lector de microplacas. (E) Incubador de
placas. (F) Citometro de flujo.

Sin embargo, la mayoria de los protocolos de screening se
llevan a cabo en fase liquida haciendo uso de placas multipo-
cillo. Estos métodos permiten un rendimiento de 10°-10°
variantes por ciclo y consisten en la transferencia de colonias
individuales a placas multipocillo que contienen medio de
cultivo, el crecimiento de las células hasta alcanzar la fa-
seestacionaria y la induccién de la proteina de interés'®. La
optimizacion y validacion de los métodos de screening en
placas multipocillo se lleva a cabo mediante la evaluacion de
la linearidad del ensayo y la determinacion del coeficiente de
varianza (CV). Tipicamente, un CV inferior al 15% se consi-
dera adecuado para experimentos de evolucion dirigida.
Ademas, el uso de equipamiento especial como lectores de
micro-placas y robots picadores de colonias o manipuladores
de liquidos, ayuda a conseguir valores optimos de CV evitan-
do la deteccion de falsos positivos' (figura 4A-E).

Meétodos de cribado de ultra alto rendimiento

El siguiente nivel en rendimiento de cribado son los ensayos
basados la clasificacion de células por activadas por fluores-
cencia (FACS, por sus siglas en inglés fluorescence activated
cell sorting). Estos métodos requieren el disponer de citdbme-
tros, instrumentos que permiten determinar la fluorescencia
de cada una de las particulas (por ejemplo, células, liposomas
o gotas de emulsion) a velocidades extremadamente altas
(~107 por hora), y aislar aquellas que muestran la sefial més
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102,103

alta para la propiedad deseada (figura 4F). El principal
inconveniente de estos métodos es que no son aplicables de
manera general dado que precisan el vinculo entre el genotipo
(un acido nucleico) y el fenotipo (una propiedad observable,
por ejemplo, la actividad catalitica) en un contexto de ultra
alto rendimiento'™. En otras palabras, las variantes enzimati-
cas activas deben modificar solo las particulas en las que son
producidas, algo que puede conseguirse mediante la acumu-
lacion de un producto fluorescente en la particula. Las técni-
cas de screening basadas en FACS se pueden clasificar en
cinco categorias en funcion del método empleado para unir
genotipo y fenotipo: a) in vivo display, b) in vitro display, c)
métodos basados en la proteina verde fluorescente (green
fluorescent protein, GFP), d) atrapamiento del producto de-
ntro de las células, y €) compartimentalizacion in vitro.

a) Presentacion de enzimas en la superficie celular (cell
surface display o in vivo display). Esta técnica implica la
unién de enzimas heterdlogas a la superficie de bacterias'®,
levaduras'® o fagos'”. El cell display ofrece una capacidad
de cribado de hasta 10° clones por ciclo de evolucién y permi-
te el contacto directo de la enzima con el sustrato, por lo que
no es necesario que éste difunda a través de la membrana para
llegar al citoplasma. No obstante, esta accesibilidad es tam-
bién el principal inconveniente ya que el producto puede
difundir facilmente.

b) In vitro display. Este método se basa en la sintesis de la
proteina de interés mediante un sistema de transcripcion-
traduccion in vitro de modo que el vinculo genotipo-fenotipo
se consigue usando mARN (mRNA display)'®, ribosomas
(ribosome display)'®, liposomas (liposome display)', parti-
culas (bead surface display)™ o la proteina iniciadora de la
replicacion del ADN RepA (CIS display)'>.

c) Métodos basados en la GFP. Debido a sus propiedades
auto-fluorescentes, la GFP y sus variantes son candidatos
ideales para el analisis de la fluorescencia de las células y, por
tanto, se pueden utilizar en screenings por citometria de flu-
jo'”. Las principales ventajas de estos métodos son que su
capacidad de rendimiento es muy elevada (~10"-10% clones
por ciclo) y que no necesitan sustratos fluorescentes, los cua-
les a menudo tienen alto coste. Sin embargo, la funcion en-
ziméatica de interés tiene que estar unida a la expresion de la
GFP, un requisito que no se cumple en todos los casos.

d) Atrapamiento del producto dentro de las células. Esta
estrategia debe superar la limitacion de que el sustrato pueda
acceder al citoplasma y que el producto fluorescente difunda
dentro de la célula'. Esto puede conseguirse si la enzima
cataliza reacciones en las cuales se modifica el tamaiio, la
polaridad u otras propiedades quimicas del sustrato, dando
lugar a la retencion del producto dentro de la célula. La difi-
cultad del atrapamiento de sustrato/producto en la célula ha
podido solucionarse mediante el desarrollo de técnicas de
micro-encapsulacion que imitan la compartimentacion natural

de la célula, por ejemplo, incluyendo la enzima objetivo en
las gotitas de micro-emulsion junto con el sustrato y los pro-
ductos"™. Las principales ventajas del enfoque de célula en
gota son su capacidad de ultra alto rendimiento (~10° clones
por ciclo) y el pequefio volumen de las micro-emulsiones (~5
femtolitros), lo que reduce de manera significativa la cantidad
de sustrato'. Mas recientemente, se han desarrollado nuevas
plataformas de cribado que utilizan células encapsuladas con
polimeros tales como: 1) el método de encapsulacion, solubi-
lizacion y cribado de alto rendimiento celular (cellular high-
throughput encapsulation, solubilization and screening,
CHESS), en el que las bacterias son encapsuladas en polime-
ros resistentes a detergentes y que permite el cribado de bi-
bliotecas de ~10® variantes'*; y ii) el método de céascara de
polimero (fur-shell), basado en la formacidon de una capa de

hidrogel fluorescente alrededor de las células de E. coli'”.

¢) Compartimentalizacion in vitro (CIV). La microencapsu-
lacion se puede también llevar a cabo en ausencia de células,
produciendo directamente la enzima a partir del gen mediante
protocolos de transcripcion-traduccion in vitro. La CIV ofrece
la ventaja de generar un gran nimero de gotas por volumen
de emulsion (>10' en 1 mL de emulsion), junto con la facili-
dad en la preparacion de las emulsiones y su elevada estabili-
dad frente a cambios de temperatura, pH y concentraciones de
sal'®. Ademés, la CIV reduce el tiempo experimental al eli-
minar los pasos de crecimiento bacteriano asociados al clona-
je, la transformacién y la produccion de proteinas'™.

En todos los métodos anteriores un tnico ciclo de evolucion
dirigida implica la introduccion de mutaciones en el gen de
interés, su expresion y la deteccion o seleccion de mutantes,
lo cual requiere generalmente semanas o meses con un se-
guimiento riguroso por parte del investigador. Este proceso se
puede acelerar haciendo uso de la técnica denominada plata-
forma de evolucion continta asistida por fagos (PACE, del
inglés phage-assisted continuous evolution), la cual permite
una evolucion extremadamente rapida de biomoléculas sin
apenas intervencion por parte del investigador. E1 PACE se
basa en un recipiente de volumen fijo (una "laguna") donde
un fago en replicacion continua porta el gen de interés. Las
células hospedadoras de E. coli libres de fagos se suministran
constantemente a la laguna y como la capacidad de infeccion
del fago esta vinculada a la funcion del gen objetivo, los fagos
que codifican mutantes inactivos producen células huésped
no infecciosas que se diluyen fuera de la laguna. Esta estrate-
gia permite llevar a cabo cientos de rondas de evolucion en
poco mas de una semana.

Diserio de estrategias evolutivas

Lejos de lo trivial que pueda parecer un experimento de evo-
lucion dirigida, el éxito en este tipo de aproximaciones es
directamente proporcional al planteamiento de la estrategia a
emplear. La evolucion dirigida no supone la mera introduc-
cién aleatoria de mutaciones o sus posibles recombinaciones,
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y en muchos casos esta corriente de pensamiento puede con-
ducir a frustraciones cientificas, sobre todo a la hora de abor-
dar metas complejas como, por ejemplo, la generacion de
nuevas actividades o la superacion de fuertes efectos inhibito-
rios intrinsecos al mecanismo catalitico.

Esto se debe en parte a la infinidad de posibilidades que exis-
ten al mutar una proteina: en un polipéptido virtual de 300
aminodcidos, se generarian 5700 posibles variantes a partir de
la sustitucién de un unico residuo mientras que se llegarian a
producir mas de 16 millones de variantes en el caso de abor-
dar la mutacion en dos posiciones diferentes™. En la situacion
ideal de disponer de las herramientas moleculares, genéticas,
robdticas y computacionales adecuadas, la exploracion com-
pleta de este espacio de secuencia proteica daria lugar a 20°"
variantes que, como subraya la Prof. Arnold en muchos de
sus trabajos, es un niumero de combinaciones que incluso
supera el namero de 4tomos existentes en el universo'™"®. Sin
embargo, lo mas paradojico es que este espacio de secuencia
proteica multidimensional se encuentra carente de funcion en
la mayor parte de su contenido. Un reflejo experimental de
esta aseveracion se puede extraer del analisis mutacional
llevado a cabo en diversos experimentos de evolucion in vi-
tro: de manera ordinaria, en torno al 30-50% de las mutacio-
nes introducidas de manera aleatoria son perjudiciales, un 50-
70% son neutras (no aportan funcién) y menos del 0.5-0.01%
son beneficiosas'’.

Por este motivo, resulta obvio pensar que el descubrimiento
de mutaciones beneficiosas es un evento poco frecuente, y la
combinacion de éstas, algo excepcional. Es mas, de estas
mutaciones beneficiosas, solo algunas se localizan en zonas o
dominios que a priori podrian anticiparse de forma racional,
mientras que muchas otras aparecen en zonas muy alejadas
pero que, de alguna manera, afectan a la catalisis y funcion
enzimatica a través de suaves modificaciones en la geometria
global proteica y en sus propiedades electrostaticas, y de ma-
nera particular en la dinamica de los aminoacidos del centro
activo. El efecto combinado de estos eventos debe influir de
manera precisa en el curso de la reaccion, particularmente tras
la formacién del complejo intermediario de alta energia. Por
ultimo, no se deben obviar las interacciones epistaticas que
tienen lugar cuando la presencia de una mutacion influye
sobre la contribucion de otra en la funcion enzimatica. Las
formas extremas de epistasia se manifiestan como efectos
epistaticos negativos, en los que la combinacion de determi-
nadas mutaciones puede resultar beneficiosa, aunque de ma-
nera independiente al menos una de estas mutaciones no lo
sea.

En este complejo escenario de trabajo, queda probada la im-
portancia que tiene un disefio evolutivo apropiado para poder
conseguir la funcion deseada. En este sentido, la tendencia
mas exitosa es el denominado camino adaptativo (simple
uphill walk en inglés), que defiende la introduccion exclusiva

de mutaciones beneficiosas de manera aleatoria, limitada y
precisa, es decir, una por una, generacion tras generacion'.
Empleando esta aproximacion como punto de partida existen
diferentes variaciones, todas ellas validas y complementarias,
para el disefio de nuevas actividades o funciones, a saber:

i) Incremento gradual de funcion. Esta opcion se funda-
menta en incrementar de manera progresiva la presion selec-
tiva para alcanzar la actividad/funcion deseada, por ejemplo,
mediante el empleo de sustratos intermediarios que pueden
conducir finalmente a que la enzima trabaje eficientemente

: 117
sobre el sustrato diana .

ii) Disefio de enzimas generalistas y re-especializacion
enzimatica. Las enzimas conocidas — con excepcion de las
enzimas sintéticas recientemente “resucitadas’ de origen pre-
cambrico™® — son proteinas altamente especializadas debido a
afios de evolucion natural en estrictos ambientes metabolicos.
Para generar una nueva funcion, la transformacion de una
enzima especialista en generalista (es decir, con una especifi-
cidad de sustrato mas amplia que incluya una actividad mar-
ginal hacia el sustrato deseado) puede suponer una gran ven-
taja. Una vez ampliada su especificidad de sustrato, la activi-
dad marginal creada se potencia, re-especializando la enzima
en la direccion planeada. Cuando se obtiene la actividad en
cuestion, puede ser interesante suprimir actividades laterales a
través de la aplicacion de procesos de screening o seleccion
negativos y positivos para las actividades a anular y potenciar,
respectivamente'"”. En este marco de trabajo puede resultar
muy adecuado hacer uso de la deriva genética. Esta estrategia
se basa en la acumulacion de mutaciones neutras que no pon-
gan en peligro la funcion proteica y que pueden conducir a un
nuevo entorno evolutivo en el que se generan nuevas activi-
dades cataliticas mediante dos vias diferentes:

a) el incremento de la estabilidad proteica que facilita la tole-
rancia hacia nuevas mutaciones beneficiosas pero desestabili-
zantes, y b) el aumento de la promiscuidad en la funcion en-
zimatica generando nuevos puntos de partida para actividades
no identificadas en la enzima original'™"’.

iii) Evolucion dirigida sorteando ‘“vias muertas”. En el
camino adaptativo hacia la funcién enzimatica, es frecuente
encontrarse numerosas ‘“‘vias muertas” o dead ends, donde o
bien la funcion se suprime o la enzima se desestabiliza siendo
incapaz de tolerar nuevas mutaciones. Estas vias muertas
pueden esquivarse mediante la incorporacion de mutaciones
estabilizantes o la exploracion de rutas evolutivas multiples y

paralelas'"’.

iv) Evolucion dirigida enfocada. Consiste en modificar
posiciones concretas mediante mutagénesis dirigida y/o satu-
rada en un enfoque hibrido o semirracional. Dentro de esta
alternativa también se podria incluir la denominada evolucion
dirigida de dominios, donde se exploran librerias mutagénicas
aleatorias en dominios muy especificos mediante diversas



20 Diana M. Mate / Avances en Quimica, 14(1), 9-24 (2019)

estrategias® """’ Esta aproximacion, aunque muy valida
para problemas concretos, por ejemplo, el redisefio de bolsi-
llos cataliticos o la superacion de problemas mecanisticos, se
encuentra impedida por el limitado conocimiento de la fun-
cién proteica.

En base a la propia experiencia y a los resultados publicados
por los numerosos investigadores que se dedican a la evolu-
cién dirigida, se puede asegurar, sin temor a equivocarse, que
no existe un camino exclusivo para el disefio de una propie-
dad enzimatica y que, por lo general, lo mas conveniente sea
la combinacion de diversos enfoques en funcion de la protei-
nay del objetivo que se plantee.

Conclusiones

La evolucion dirigida es una metodologia que nos permite
acelerar el proceso de la evolucion natural un millén de veces
anivel genético y, de ese modo, aprovechar el potencial sinté-
tico de las enzimas naturales, adaptando sus propiedades a
nuestras necesidades en un periodo de tiempo que abarca
muchas veces menos de un afio. Desde su aparicion hace casi
tres décadas, la evolucion in vitro se convirtid rapidamente en
una herramienta de uso comun para la ingenieria de biocatali-
zadores, anticuerpos y proteinas terapéuticas. Es tal su aplica-
bilidad, que la mayoria de nosotros usamos a diario numero-
sos productos obtenidos por ingenieria de enzimas (por ejem-
plo, pan, biocombustibles o compuestos quirales para la sinte-
sis de farmacos y anticuerpos) o que contienen enzimas dise-
fiadas por evolucion (por ejemplo, detergentes o alimentos
para animales).

Ademas, recientemente han surgido nuevos campos de inves-
tigacion que permiten el disefio de enzimas para catalizar
reacciones desconocidas en la naturaleza'*'. Ejemplos de esto
son la evolucion de enzimas para la formacion de enlaces
boro-carbono'? o la catalisis hibrida, esto es, la convergencia
con la quimica inorganica para explorar el potencial sintético
de catalizadores metalicos'.

No obstante, somos muchos los que pensamos que aun esta-
mos en las primeras etapas de la revolucién de la evolucién
dirigida y que, de aqui a unos afios, el rango de aplicacion de
los biocatalizadores obtenidos por este método serd atin mas
extenso.
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