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PREMIO NOBEL PER LA CHIMICA 2018
assegnato a

George P Smith and Gregory P. Winter:
«for the phage display of peptides and antibodies»
e
Frances H. Arnold:
«for the directed evolution of enzymes»

Di Sergio Riva*

Il potere dell’evoluzione. E' questo il tema che unifica le
ricerche insignite con il premio Nobel per la Chimica
del 2018.
Come spesso in passato, anche questo anno non &
stata premiata una singola persona. Il Nobel e stato
suddiviso e assegnato a tre eminenti scienziati le cui
ricerche hanno preso ispirazione dai processi evolu-
tivi presenti in Natura. Hanno «copiato» i principi
che la Natura utilizza per I'evoluzione deli viventi —
cambiamenti genetici e selezione — per ottenere in
laboratorio nuove proteine con le caratteristiche

richieste per applicazioni utili per 'umanita.

Nello specifico, il premio & stato assegnato a due linee di ricerca. Meta del premio (e

del prestigio a esso simbolicamente collegato e universalmente riconosciuto) & an-

dato a George P. Smith (Universita del Missouri, Columbia, USA) e a Gregory P. Winter

(MRC Laboratory of Molecular Biology, Cambridge, UK).

La Reale Accademia delle Scienze Svedese li ha premiati for the phage

display of peptides and antibodies, un metodo che utilizza batteriofagi

(virus che infettano batteri) per ottenere nuovi peptidi e nuove proteine.

E stato sviluppato da Smith a meta degli anni Ottanta del secolo scorso e

utilizzato da Winter per oftenere anticorpi «evoluti» in grado di combattere

malattie autoimmuni e alcuni tipi di tumore metastatico. Il primo farmaco

basato su anticorpi identificati mediante questo approccio, chiamato ada-

limumab, & stato approvato piu di quindici anni fa per il trattamento di

artrite reumatoide e artrite psoriasica.

L'altra meta del premio Nobel 2018 & stata assegnata a Frances H. Arnold

for the directed evolution of enzymes.

Frances, quinta donna nella centenaria storia del Nobel a ricevere il pre-

mio per la Chimica, € titolare della prestigiosa cattedra intitolata a Linus Pau-

A4

ling del Cailifornia Institute of Technology di Pasadena (USA) dove insegna inge-  Frances H. Arnold, George P. Smith, Sir Gregory
gneria Chimica, Bioingegneria e Biochimica.! E anche cofondatrice di due P. Winter (foto Niklas ElImehed, Nobel Media)
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start-up, Gevo e Provivi, dirette emanazioni dei risultati ottenuti dalle sue ricerche.

Per comprendere quale € stato ed € I'eccezionalitd del suo contributo scientifico &
necessaria una breve introduzione.

Ogni studente di scuola superiore sa che gli enzimi sono un gruppo numeroso di pro-
teine presenti in tutti i viventi, dai piu semplici organismi unicellulari al’'uomo. La loro
funzione biologica € quella di rendere possibili le reazioni chimiche indispensabili per
la vita, accelerando la velocita di frasformazione dei corrispondenti substrati. Sono i
catalizzatori naturali, prodotti e utilizzati dai viventi.

Tuttavia, prima ancora di comprendere la loro natura proteica, si € scoperto che
potevano lavorare «a prescindere» dagli organismi e dalle cellule che li producono
e si & cominciato a utilizzarli anche nei processi industriali. Non ce ne rendiamo con-
to, ma gli enzimi sono ampiamente utilizzati in moltissime applicazioni, dalla deter-
genza alle varie lavorazioni dell'industria tessile, dalla concia delle pelli alla mangimi-
stica, a numerosi processi della filiera agroalimentare (enologia, panificazione, lattie-
ro-caseario...).

Con l'incremento delle conoscenze scientifiche, questi biocatalizzatori, per la loro
alta selettivita ed efficienza, hanno smesso di essere solo oggetto di studio dei biochi-
mici e hanno cominciato a attirare l'interesse dei chimici sintetici e degli ingegneri
chimici di processo. E cosi, a cavallo tra gli anni Settanta e Ottanta del secolo scorso,
si & cominciato a parlare di «biocatalisi», cioe dell’'uso degli enzimi - isolati o tratte-
nuti all'interno delle cellule che li avevano prodotti — in sintesi organica, principal-
mente per la trasformazione di substrati non naturali.

E quando una ventina di anni piu tardi si € cominciato a ragionare in termini di
«chimica sostenibile» e sono stati proposti i principi da seguire per avere un processo
di «chimica verde» (12 principles of green chemistry),? & stato da subito evidente il
ruolo significativo che poteva e puo svolgere la biocatdalisi.

Non stupisce quindi che uno dei tre pilastri su cui si «<appoggia» la Piattaforma Tecno-
logica Europea di Sustainable Chemistry € la Industrial Biotechnology, una sigla che
raccoglie tutti gli approcci sintetici di tipo «bio».

Nel tempo si € imparato a immobilizzare gli enzimi per aumentarne la stabilita e per-
metterne il riutilizzo in cicli successivi, si € scoperto che potevano catalizzare le reazio-
ni anche in presenza di cosolventi organici e perfino in assenza di una fase acquosa,
semplicemente sospesi in un solvente organico come un qualunque catalizzatore
eterogeneo.’

A questo si € aggiunta la sempre piu evidente capacita di questi biocatalizzatori di
tfrasformare in modo stereoselettivo molecole con strutture completamente diverse
dai substrati per cui la Natura li aveva sviluppati, e di catalizzare reazioni differenti
(una proprietd oggi chiamata enzyme promiscuity).

Per passare da risultati che restavano nell’alveo delle curiositd accademiche all’ utiliz-
2o sintetico su scala preparativa restavano aperte due problematiche: la disponibilita
degli enzimi e la oftimizzazione delle loro prestazioni nei confronti dei substrati di inte-
resse, in condizioni di reazione compatibili con i processi industriali.

Lo sviluppo della biologia molecolare ha permesso di risolvere il primo problema.
Non & piu necessario isolare, con fatica e tempi lunghi, gli enzimi di interesse dalle
loro fonti naturali ma & possibile produrli nell’'ospite desiderato (E. coli, Aspergillus sp,
Pichia pastoris, ...) clonando i geni che li esprimono, inserendoli in un plasmide e
attivando gli opportuni sistemi di sovraespressione. Pil recentemente lo sviluppo delle
tecniche di sequenziamento del patrimonio genetico e di bioinformatica hanno per-
messo di svincolarsi anche dalla conoscenza dell’'organismo produttore (approccio
metagenomico).*

Pilu complesso si € rivelato trovare un approccio adeguato alla soluzione del secon-
do problema: come migliorare le prestazioni di un enzima, in termini di aftivita, stabili-
ta e selettivitd, nei confronti di un substrato di interesse.

Inizialmente si & cercato di ottenere dei risultati con approcci di tipo empirico, cam-
biando le condizioni di reazione (temperatura, pH della soluzione, aggiunta di cosol-
venti miscibili con acqua) o I'ambiente di reazione, passando dall’acqua ai diversi
solventi organici (il cosiddetto medium engineering).’

Parallelamente, aumentando le conoscenze sulla struttura e sul meccanismo cataliti-
co degli enzimi, si & cercato di affrontare il problema in modo piu razionale, sfruttan-
do la tecnica della mutagenesi sito-diretta per cambiare la natura degli aminoacidi
in posizioni definite della loro sequenza aminoacidica, sostituzioni preventivamente
identificate sulla base di opportuni ragionamenti.
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Per esempio, in una review del 1990 la Arnold riassumeva i risultati otte-
nuti da vari gruppi nel tentativo di ottenere enzimi in grado di fornire
prestazioni migliori in solventi non acquosi, in particolare in termini di
stabilitd.

Descriveva i significativi risultati ottenuti con una proteasi, la subtilisina
BPN’, a cui la mutazione di soli due aminoacidi (Asp248 in Asn e
Asn218 in Ser) conferiva un aumento significativo di stabilita alla tem-
peratura o alla presenza di 40 % v/v di un cosolvente, la dimetilfor-
mammide, rispetto al wild fype.

Nonostante I'ottimismo mostrato nelle conclusioni (... As the stabiliza-
tion mechanisms discussed in this article are verified and estende
through the study of mutant enzymes, a rational basis for designing
enzymes with improbe stability in non-aqueoussolvents should emer-
ge.),® questo approccio si € rivelato poco produttivo, poiché spesso le
ipotesi utilizzate per pianificare le mutazioni venivano smentite speri-
mentalmente, solo pero al termine di molti mesi di lavoro.

Nel pieno di questa impasse la Amold ha avuto una geniale intuizione. Frances H. Arnold in laboratorio (foto Caltech)
Gli enzimi attuali sono il frutto di un processo di ottimizzazione evolutivo

oftenuto mediante mutazioni casuali e successiva selezione del piu adatto a soprav-

vivere. E nuove sfide per la vita (per esempio la necessita di non soccombere per la

presenza di antibiotici o di pesticidi) spingono i microrganismi a produrre nuovi enzimi

prima non esistenti.

La Arnold si € chiesta se questo processo non potesse essere riprodotto in laboratorio,

oftenendo in poco tempo cio che
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si offtengono facilmente e rapidamente centinaia, migliaia, perfino decine di migliaia
di cloni che codificano enzimi mutati. Enzimi che devono poi essere analizzati per
evidenziare, se sono stati generati, quelli in grado di dare prestazioni migliori relativa-
mente al risultato che si vuole ottenere. You get what you screen for (Trovi quello che
hai cercato) € la prima regola della Directed Evolution secondo Arnold.
Successivamente i cloni che codificano gli enzimi migliori possono essere sottoposti a
un nuovo ciclo di mutazioni in una sequenza iterativa di ottimizzazione.

Utilizzando questo approccio, nel 1993 Arnold ha ottenuto in poco tempo una varian-
te di subtilisina (una proteasi) contenente tre mutazioni e ben attiva in presenza del
60 % v/v di dimetilformammide,” una prestazione superiore a quanto ottenuto con gl
approcci puramente razionali prima citati.®

Negli anni successivi questa metodologia & stata validata in numerosi laboratori inter-
nazionali e le procedure di screening sono state migliorate in termini di affidabilita e
velocitd. Sono stati proposti e sviluppati protocolli che permettono di circoscrivere le
parti di un enzima da sottoporre ai processi di random mutagenesi (per esempio se
I'obiettivo & quello di modificare la selettivita in genere ci si puo limitare al gruppo di
aminoacidi che costituiscono il sito attivo dell’enzima e che sono prossimi a esso).

E aggiungendo un po’ di «razionalita» all'intero processo, e stata proposta, tra le altre
tecniche, quella denominata saturation mutagenesis,® che abbina cicli di mutage-
nesi casuale a esperimenti di mutagenesi sito specifica.

In breve si tratta di questo. Come detto, la random mutagenesi permette di eviden-
ziare posizioni importanti (hot spot) della proteina, dove la sostituzione dell’aminoaci-
do presente provoca un miglioramento delle prestazioni in senso desiderato. Per
esempio si potrebbe tfrovare che in un determinato enzima la sostituzione di una seri-
na in posizione 103 con una valina ne aumenta la enantioselettivitd nei confronti di
un dato substrato.

Tuttavia, come detto, il processo € assolutamente casuale. La posizione 103 & sicura-
mente importante, ma non & detto che la sostituzione del’aminoacido 103 con una
valina sia la soluzione migliore. Anzi, quasi sicuramente non lo €, anche perché la
sostituzione casuale di una singola base della tripletta che codifica per la serina 103
non puo portare alla codifica di tutti gli altri 19 aminoacidi presenti nelle proteine.
Questo risultato si pud invece facilmente ottenere generando per mutagenesi sito
diretta alla posizione 103 i cloni che codificano per i rimanenti 18 aminoacidi, poten-
do cosi valutare sperimentalmente quale sia la soluzione migliore.

Questi protocolli sono stati validati anche in numerosi processi industriali. Un esempio
classico € quello che ha portato le ditte Merck e Codexis a vincere nel 2010 il presti-
gioso premio che annualmente il Presidente degli Stati Uniti assegna ai migliori pro-
cessi di Green Chemistry.

Attraverso una sequenza di 11cicli di mutagenesi i ricercatori industriali sono riusciti,
partendo da una fransaminasi wild type che non era quasi in grado di effettuare la
reazione di interesse (una aminazione stereoselettiva), a ottenere un enzima mutato
(con 27 mutazioni) in grado di trasformare soluzioni iperconcentrate (20% peso su
volume) del substrato, in presenza di quantita significative di cosolvente, nel prodotto
desiderato in forma enantiopura. Il processo biocatalizzato € risultato cosi efficiente
da sostituire il precedente approccio sintetico «classico», basato su una idrogenazio-
ne stereoselettva catalizzata da derivati di rodio.’

Un premio Nobel assolutamente meritato quindi, assegnato a una ricercatrice non
ancora stanca di affrontare nuove sfide (... And take risks. | think it is important for
people not to follow a recipe. There is no recipe for success...). La duplice nuova
frontiera che sta esplorando € quella di ottenere enzimi sempre piu efficienti per
degradare e valorizzare le biomasse di scarfo (oggetto delle cosiddette
«bioraffinerie» in un’ottica di economia circolare ecosostenibile) e, in una prospettiva
ancora piu ambiziosa, quella di ottenere enzimi che non hanno equivalenti in Natura,
in grado di catalizzare reazioni puramente artificiali. E i risultati non si stanno facendo
attendere.™®

Sergio Riva
(Direttore dell'lstituto di Chimica del Riconoscimento Molecolare - ICRM - del C.N.R.)
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