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Celebrem el Premi Nobel de Quimica 2024.

La prediccio computacional: una revolucio real.

Metodes per al disseny i la prediccio estructural de proteines
Celebrating the 2024 Nobel Prize in Chemistry.

Computational prediction: An authentic revolution.
Methods for the structural prediction and design of proteins

Silvia Osuna
Universitat de Girona. Institut de Quimica Computacional i Catalisi (IQCC) i Institucio Catalana de Recerca i Estudis Avancgats (ICREA)

Resum: Fa aproximadament seixanta-cinc anys la cristallografia de raigs X va revelar les primeres estructures terciaries de les
proteines i evidenciava aixi la relacio entre el plegament i la funcié d'aquestes estructures. Des del Premi Nobel d'Anfinsen, el 1972,
el gran repte de la biologia estructural ha estat predir I'estructura a partir de la seqiiéncia i, a la inversa, dissenyar seqiiéncies que
adoptin una forma determinada. El Premi Nobel de Quimica del 2024 reconeix David Baker, pels seus métodes de disseny de pro-
teines, i Demis Hassabis i John Jumper, per AlphaFold2 (AF2), una eina capag de predir I'estructura de les proteines amb una pre-
cisio elevada, en alguns casos propera a la resolucio experimental. Malgrat que AF2 va ser dissenyat per a predir majoritariament
una sola estructura, s'ha vist que, realitzant canvis en els parametres inicials, pot proporcionar multiples estructures, és a dir, di-
ferents conformacions per a una mateixa seqiiéncia d'aminoacids. El desenvolupament d'aquestes eines basades en la intelligén-
cia artificial ha promogut el sorgiment i I'aplicacio de noves estratégies per al disseny computacional de proteines. Tot i els aven-
¢os, un dels grans reptes actuals és la prediccié computacional de proteines amb una elevada activitat catalitica determinada.

Paraules clau: Disseny computacional de les proteines, AlphaFold2, intel-ligéncia artificial, superficie conformacional.

Abstract: About 65 years ago, X-ray crystallography revealed the first protein tertiary structures, showing the link between the
folding and function of such structures. Since Anfinsen’s 1972 Nobel Prize, a major challenge of structural biology has been to
predict a structure from its sequence — and, conversely, to design sequences that adopt a chosen shape. The 2024 Nobel Prize in
Chemistry honored David Baker for his methods of computational protein design and Demis Hassabis and John Jumper for Alpha-
Fold2, a neural network able to predict the folded structure of proteins with high accuracy, in some cases approaching experimental
resolution. Although AF2 was built mainly to predict a single structure, researchers have found that by tweaking its initial parame-
ters AF2 can output multiple structures — that is, several conformations for one same amino-acid sequence. These Al-based tools
have boosted the application of artificial intelligence-based strategies for computational protein design. Despite the advances,
though, one of today’s major challenges is the accurate computational prediction of proteins with a specific high catalytic activity.

Keywords: Computational protein design, AlphaFold2, artificial intelligence, conformational landscape.

Introduccio que és clau per a la seva funcié. Aquest descobriment també
va evidenciar que la prediccio de I'estructura terciaria (3D)
a uns seixanta-cinc anys es van determinar per d'una proteina permet predir-ne la funcio i les propietats bio-
primera vegada, mitjancant cristallografia de quimiques. L'any 1972, Christian Anfinsen va rebre el Premi
raigs X, les primeres estructures tridimensionals Nobel de Quimica pel seu notable descobriment que les es-
(3D) de proteines [1]. Aquestes primeres estruc- tructures 3D de les proteines son codificades per la seva se-
tures van posar de manifest que les cadenes po- quiéncia d'aminoacids a la cadena peptidica [2]. Aquest desco-
lipeptidiques es pleguen sobre si mateixes mit- briment va donar lloc al gran repte de la biologia estructural
jancant patrons complexos i ben definits, cosa dels darrers cinquanta anys: «predir I'estructura 3D d'una pro-

teina a partir de la seva seqliencia d'aminoacids.
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gament especific amb una funcié determinada. Aquest és el
principal objectiu del disseny de proteines, un camp en que,
donada una estructura objectiu desitjada, s'identifiquen mit-
jancant metodes computacionals les seqiiencies que genera-
rien aquesta estructura amb la funcié requerida.

El Premi Nobel de Quimica del 2024 reconeix els grans aven-
cos assolits per a resoldre aquests dos grans reptes: la predic-
cio6 d'estructures tridimensionals a partir de la seqliéncia
—reconeixement atorgat a Demis Hassabis i a John Jumper,
tots dos de I'empresa Google DeepMind— i la prediccid de se-
qliencies a partir de I'estructura —reconeixement concedit al
professor David Baker, director de I'Institut de Disseny de Pro-
teines de la Universitat de Washington, a Seattle, i investiga-
dor de I'lnstitut Médic Howard Hughes (figura 1).
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Ficura 1. El Premi Nobel de Quimica del 2024 reconeix els avencos realitzats en el
repte de predir I'estructura plegada de les proteines a partir de la seva seqiiéncia
d'aminoacids i, inversament, en el de predir quina seqiiéncia adoptara una certa
estructura per dur a terme una funcié determinada. El premi reconeix la feina del
professor David Baker, de la Universitat de Washington a Seattle i de I'Institut Médic
Howard Hughes, i de Demis Hassabis i John Jumper, de I'empresa Google DeepMind,
pel desenvolupament de métodes computacionals per al disseny i la prediccio de
I'estructura terciaria de les proteines. Elaboracio propia.

Disseny computacional
de proteines

El 1988, Lynne Regan i William F. DeGrado van construir una
proteina formada per hélixs o connectades mitjancant bucles
que va servir de base per a molts dissenys de proteines [3].

| el 1997, Bassil I. Dahiyat i Stephen L. Mayo van publicar el
primer disseny computacional d'una proteina petita [4]. L'ob-
jectiu principal era trobar una nova seqliéncia capag d'adop-
tar una determinada estructura, anomenada dits de zinc
(zinc-finger), pero sense la preséncia d'ions metallics. El pro-
cés de generacio de noves proteines amb seqliencies no rela-

._80 cionades amb les naturals s'anomena disseny de proteines ‘de

novo'. El gran avanc en aquest camp va arribar el 2003, quan
Baker va dissenyar Top7, una nova proteina de noranta-tres
aminoacids [5]. La clau de I'exit va ser el programari anome-
nat Rosetta, basat en la combinacio de petits fragments de
proteines no relacionades amb sequiéncies locals similars de la
base de dades d'estructures 3D —el Protein Data Bank (PDB)—
i I'optimitzacio conjunta de la seqiiéncia i I'estructura respec-
te a l'estructura objectiu [6]. El programa Rosetta va ser con-
cebut des del principi tant per a predir I'estructura 3D de
proteines com per a dissenyar seqliencies noves. El 2008, Da-
vid Baker, Ken Houk i els seus collaboradors van publicar els
primers dissenys d'enzims de novo i, tot i que les activitats as-
solides eren modestes, estudis posteriors van demostrar que
aquests dissenys computacionals es podien millorar d'una
manera remarcable mitjancant la técnica experimental de
I'evolucio dirigida (técnica per la qual la professora Frances
Arnold va rebre el Premi Nobel de Quimica del 2018) [7]. Al
llarg dels anys, el programa Rosetta s'ha anat refinant, amb la
incorporacio de tecniques d'intelligéncia artificial com a mi-
llora més remarcable [8-10]. Gracies a les eines computacio-
nals desenvolupades, el grup de Baker ha dissenyat proteines
amb afinitat per a Iligands especifics [11], nanomaterials au-
toassemblats que generen estructures altament complexes
[12], sensors i interruptors proteics [13, 14] i, fins i tot, protei-
nes per a neutralitzar les toxines mortals de determinats ve-
rins de serp [15].

Prediccio de I'estructura plegada
de les proteines

Una iniciativa clau en la prediccié de I'estructura 3D de les
proteines és el repte CASP (critical assessment of protein
structure prediction), organitzat per primera vegada el 1994,
Aquest desafiament bianual permet posar a prova els diversos
metodes de prediccid d'estructures 3D de les proteines, ja que
les prediccions es comparen directament amb noves estructu-
res experimentals determinades per cristallografia de raigs X
o per RMN (ressonancia magnética nuclear). Durant anys el
progrés va ser lent, perd amb els avencos en la seqlienciacio
de DNA a l'inici dels noranta, el nombre de seqliencies protei-
ques disponibles també va créixer exponencialment. Aquest
fet va permetre alinear i comparar un nombre més gran de se-
qliéncies per a una familia determinada (alineament multiple
de seqiiéncies, MSA). La meétrica emprada en el CASP per a



avaluar la qualitat dels models generats és el GDT (global dis-
tance test), que indica el percentatge més alt d'atoms de car-
boni o que es troben dins un cert Ilindar de distancia respecte
de l'estructura experimental, un cop superposades iterativa-
ment ambdues estructures. Durant anys, el GDT es mantingué
per sota del 40 %, fins al CASP12 (2016). El 2018, el GDT va
augmentar fins al 70% gracies a I'aplicacié de metodes
d'aprenentatge profund (o deep learning) amb xarxes neuro-
nals convolucionals. En particular, I'empresa DeepMind, fun-
dada per Demis Hassabis, es va presentar amb un programa
basat en una xarxa neuronal convolucional que van anomenar
AlphaFold (AF1) [16]. EI 2020, I'equip de DeepMind liderat per
Jumper i Hassabis va demostrar I'elevada precisio de la seva
nova xarxa neuronal completament redissenyada amb arqui-
tectura transformer, AlphaFold2 (AF2) [17]. En el CASP14,
AF2 va aconseguir determinar I'estructura 3D de les proteines
amb valors de GDT del 90%, considerats comparables a la
precisié obtinguda en técniques experimentals.

L'enginyosa arquitectura d'AF2 de Jumper, Hassabis i els seus
collaboradors pot considerar-se el primer gran avang cientific
real de la intelligéncia artificial en biologia. El fet que el codi
font d'AF2 fos de domini public va contribuir decisivament al
seu impacte, ja que es va poder provar i validar d'una manera
extensiva. | Baker va adoptar rapidament una arquitectura
d'aprenentatge profund semblant en el programa RoseTTAFold
(RF) [18].

AF2 s'ha reconegut com una de les fites més importants en la
prediccio de I'estructura de proteines, cosa que ha impulsat
I'aplicacio i el desenvolupament de multiples protocols i me-
todes d'aprenentatge profund basats en AF2 i en RF per al
disseny de proteines. | métodes recents com RFdiffusion [8],
ProteinMPNN [10] i alucinacio [9] desenvolupats per Baker han
ampliat el camp del disseny de proteines per a aplicacions bio-
mediques (per exemple, el disseny de vacunes i inhibidors ba-
sats en proteines), aixi com de la biologia sintética [15, 19-21].

Aplicacio d'AF2
per a la determinacio
de multiples conformacions

Les proteines poden adoptar estructures (conformacions) di-
ferents, les quals es poden capturar mitjancant cristallografia

de raigs X, raigs X a temperatura ambient i de resolucié tem-
poral, criomicroscopia electronica (cryo-EM) i per RMN. A
més, es poden aplicar diferents técniques biofisiques i compu-
tacionals que proporcionen informacio complementaria [22].
Aquestes multiples conformacions d'una mateixa proteina di-
positades al PDB van tenir un paper important tant en l'entre-
nament d'AF2 com en la seva aplicacio per a avaluar I'hetero-
geneitat conformacional dels sistemes biologics.

El protocol estandard d'AF2 requereix la seqiiéncia primaria
de I'enzim, un MSA generat amb informaci6 de proteines evo-
lutivament relacionades i les coordenades 3D d'un petit nom-
bre d'estructures homologues anomenades plantilles (tem-
plates). Tot i que AF2 va ser concebut per a predir estructures
estatiques individuals, alguns treballs recents han demostrat
que, reduint la profunditat dels MSA d'entrada emprats en
I'algoritme d'AF2, es poden generar models precisos en multi-
ples conformacions diferents [23-25]. Inspirats en aquestes
publicacions previes que demostren la capacitat d'AF2 de
mostrejar estats conformacionals addicionals, vam desenvo-
lupar una aproximacio d'AF2 basada en la modificacio de les
plantilles inicials per tal d'avaluar la varietat conformacional
i com aquesta es veu alterada per mutacions a la subunitat 8
de I'enzim triptofan sintasa [26-28]. Vam provar I'efecte de
reduir el nombre de seqiiencies proporcionades en I'MSA, perd
a més vam analitzar com es modifiquen les prediccions d'AF2
quan es faciliten diferents plantilles que mostren multiples
estats conformacionals [27]. Aquestes plantilles provenien
tant de conformacions obtingudes mitjancant cristallografia
de raigs X com de conformacions extretes de simulacions de
dinamica molecular (MD). Amb aquests parametres, AF2 va
revelar diferéncies importants en els conjunts d'estructures
(conformacions) entre els sistemes analitzats. També vam ex-
plorar com executant multiples simulacions d'MD curtes a
partir del conjunt d'estructures d'AF2 i reconstruint les super-
ficies conformacionals es podien aconseguir estimacions si-
milars a les obtingudes amb simulacions computacionalment
més costoses.

Aquesta conclusid és altament engrescadora, ja que demostra

el potencial d'AF2, especialment acoblat a simulacions d'MD

curtes, per a avaluar de manera rapida i precisa les diferéncies
conformacionals entre sistemes. Els enfocaments d'aquesta

tipologia poden ser de gran utilitat per al desenvolupament de
protocols de disseny de proteines centrats en els canvis con-
formacionals clau per a la funcio [29, 30]. En aquesta linia, en ._81



el grup hem desenvolupat protocols computacionals basats
en MD i eines centrades en |'analisi del conjunt d'estructures i
moviments correlacionats per a aplicar-los en el camp del dis-
seny racional d'enzims [30, 31]. Mitjancant la nostra eina
anomenada SPM (shortest path map), hem pogut augmentar
I'eficiencia catalitica de diferents classes d'enzims i aconse-
guir activitats fins a 1 400 vegades superiors a la de I'enzim
de partida [31-33].

Reptes actuals i perspectives
de futur

Tot i els avencos, un dels grans reptes actuals en el disseny
computacional de proteines és la prediccio d'estructures ca-
taliticament funcionals. El disseny racional d'enzims alta-
ment eficients mitjancant eines purament computacionals és
encara un repte a assolir. La catalisi enzimatica és un procés
multidimensional complex que requereix la seqliencia i I'es-
tructura Optimes per a permetre la unio del(s) substrat(s), a
més de catalitzar els passos quimics, alliberar el(s) produc-
te(s) i optimitzar les multiples conformacions necessaries per
a desenvolupar la seva funcio. Aquesta elevada complexitat
fa que la tasca de dissenyar enzims, sobretot orientats a
reaccions o substrats no naturals amb altes eficiéncies, si-
gui molt complicada.

L'aplicacié d'estrategies d'intelligéncia artificial per al disseny
computacional d'enzims en qualsevol reaccid objectiu i subs-
trat no natural tot just acaba de comencar. Durant molts
anys, la manca de precisié a I'hora d'incorporar els residus de-
sitjats del centre actiu en estructures proteiques s'ha conside-
rat una de les principals limitacions del procés global. Tanma-
teix, aquest punt sembla quedar resolt amb el model de
difusio RFdifusion basat en RoseTTaFold desenvolupat recent-
ment pel laboratori de Baker [8]. Tot i aix0, una de les princi-
pals limitacions és predir quines estructures son potencialment
més adequades per a optimitzar el conjunt conformacional
necessari per a la catalisi que es vol. Tenint en compte els
grans avencos que s'han vist aquests darrers temps, especial-
ment en el camp de la prediccio d'estructures i en el disseny
de proteines, la combinacié de metodes d'intelligéncia artifi-
cial amb aproximacions basades en la fisica tindra un paper
clau els proxims anys per a trobar solucions optimes per al
disseny racional i rutinari d'enzims altament eficients i esta-

82 . .
._ bles en reaccions i substrats no naturals.

Agraiments

Silvia Osuna agraeix a la Societat Catalana de Quimica la seva
invitacio a parlar del Premi Nobel de Quimica de I'any 2024.
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