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L’ impiego di biocatalizzatori (enzimi iso-
lati o cellule microbiche) in chimica or-

ganica costituisce un complemento e, tal-
volta, un’alternativa ai convenzionali me-
todi sintetici. Enzimi naturali spesso non
offrono le caratteristiche necessarie per
applicazioni efficaci in campo industriale,
soprattutto in termini di stabilità e seletti-
vità. L’efficienza di questi biocatalizzatori
può essere aumentata mediante manipo-
lazione dell’ambiente di reazione (medium
engineering), immobilizzazione, impiego
d’opportuni bioreattori (a membrana, a
flusso continuo ecc.) oppure mediante la
modificazione dell’enzima stesso (V. Figu-
ra). I metodi tradizionalmente utilizzati per
migliorare le funzionalità di un enzima so-
no laboriosi (random mutagenesis) oppu-
re necessitano di conoscenze dettagliate
della struttura proteica e dei meccanismi
catalitici coinvolti (site-directed mutagene-
sis). Negli ultimi anni si è sviluppato un
nuovo concetto di modificazione proteica,
comunemente definito directed evolution,
che simula in vitro la naturale, darwiniana
evoluzione enzimatica basata su cicli ite-
rativi di casuali mutazioni, ricombinazioni
e selezione dei migliori ricombinanti. La ri-
combinazione all’interno di una popolazio-
ne selezionata amplifica la diversità gene-
tica creando nuove combinazioni di mu-
tanti e può teoricamente migliorare le ca-
ratteristiche funzionali del sistema biologi-
co naturale. Questi passaggi sono accele-

rati nei processi di directed evolution me-
diante l’impiego delle moderne tecniche di
mutazione, ricombinazione e screening: la
diversità molecolare è indotta in un enzi-
ma naturale con metodi di mutazione ca-
suale e/o creando delle diversità nelle se-
quenze proteiche attraverso ricombinazio-
ni in vitro (in particolare metodi di DNA-
shuffling oppure error-prone PCR). I mu-
tanti con funzionalità migliorate sono im-
piegati in successivi cicli di modificazio-
ne/ricombinazione/selezione. Nessuna
informazione sulla relazione struttura/atti-
vità della proteina è necessaria per appli-
care metodi di directed evolution e questo
appare come il principale vantaggio lega-
to a questo approccio rispetto alle tecni-
che di progettazione razionale. Un pas-
saggio imprescindibile è l’identificazione
dei migliori mutanti attraverso screening
rapidi e praticabili su un grande numero di
varianti; in genere è necessario disporre
di sistemi di high throughput screening
(HTS) per affrontare un processo di direc-

ted evolution. Si è recentemente svolto il
primo congresso europeo focalizzato su
questo tema (Engineering enzymes for
biocatalysis by using directed evolution,
Parigi, 16-18 settembre 2002), nel quale
sono stati presentati i più recenti sviluppi
nel campo delle nuove tecniche impiegate
per creare diversità molecolare e per ef-
fettuare screening sempre più rapidi ed
efficienti. Esempi di vantaggiose modifica-
zioni di singoli enzimi o d’interi cammini
metabolici sono ormai numerosi e riguar-
dano non solo miglioramenti d’attività,
specificità, stabilità, ma anche la creazio-
ne di nuove attività e specificità. In questa
nota sono riportati alcuni esempi illustrati-
vi di diverse applicazioni.

Enantioselettività

Il gruppo di Reetz ha impiegato tecniche
di tipo error-prone PCR e metodi d’analisi
basati su spettroscopia di massa per au-
mentare l’enantioselettività di una lipasi
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da Pseudomonas aeruginosa (PAL) nel-
l’idrolisi della miscela racemica del p-ni-
trofenilestere dell’acido 2-metildecanoico,
passando da un valore di rapporto enan-
tiomerico (E) pari a 1,04 (produzione pre-
ferita dell’enantiomero S), caratteristico
dell’enzima naturale, ad un E=25 per l’en-
zima “evoluto”. Nessuna delle cinque mu-
tazioni osservate nel miglior mutante è lo-
calizzata nel sito di riconoscimento del
substrato o nelle sue vicinanze, indicando
le difficoltà nel prevedere quali mutazioni
possano essere davvero importanti. Più
recentemente, lo stesso gruppo ha appli-
cato la mutagenesi combinatoriale di cas-
sette multiple per selezionare un mutante
dello stesso enzima (PAL) capace di for-
nire (S)-2-metildecanoato con E=51; du-
rante questi processi di modificazione
proteica sono stati identificati mutanti con
enantioselettività opposta. Anche in que-
sto caso, gli amminoacidi sostituiti sono
risultati essere in posizioni lontane da
quelle del sito di legame proteina-substra-
to. Cambiamenti nell’enantioselettività di
una trasformazione possono essere effi-
cacemente analizzati con tecniche (GC o
Hplc chirale, Nmr) difficilmente impiegabili
nel caso in cui si debbano valutare le pre-
stazioni di un elevato numero di mutanti.
Questo rende complicato utilizzare tecni-
che di directed evolution, soprattutto
quando si vogliano migliorare buoni valori
di enantioselettività (ad esempio, eccessi
enantiomerici di un prodotto intorno al
90%) fino a valori eccellenti (e.e.>97%).

Nuove specificità

La formazione di legami carbonio-carbo-
nio per via enzimatica è di notevole inte-
resse sintetico e molte aldolasi di origine
microbica si sono dimostrate catalizzatori
altamente stereoselettivi, ma la loro appli-
cabilità è limitata dall’elevata specificità
che questi enzimi mostrano nei confronti
dei loro substrati naturali.
La D-2-cheto-3-desossi-6-fosfogluconato
aldolasi (KDPG) da Escherichia coli è un
enzima stabile ed efficace nelle reazioni
aldoliche di addizione alla D-gliceraldei-
de-3-fosfato. Fong e collaboratori hanno
orientato l’evoluzione della KDPG in mo-
do tale che questo enzima possa accetta-
re anche l’aldeide non fosforilata e D-gli-
ceraldeide-3-fosfato; lo stesso enzima è
stato “evoluto” dal gruppo di Wymer,
sempre al fine di ampliare lo spettro di
substrati accettati dall’enzima. In questo
caso si è osservato che la vantaggiosa
modificazione era dovuta allo spostamen-
to del residuo catalitico chiave (una lisina)

in una posizione diversa. Directed evolu-
tion è stata impiegata anche per aumen-
tare la varietà di substrati utilizzati da en-
zimi ossidativi. Il citocromo P450 BM-3
naturale ossidrila acidi grassi con lun-
ghezza di catena tra C12 e C18, mentre i
mutanti ottenuti dopo directed evolution
sono efficienti anche nell’azione su n-ot-
tano. La diossigenasi da Pseudomonas
putida è nota per la capacità di produrre il
corrispondente diidrodiolo otticamente
puro a partire dal toluene e, mediante
evoluzione orientata, è stata ottenuta una
sua variante capace di diidrossilare sub-
strati eterociclici, come la 4-picolina.

Stabilità

La stabilità di enzimi verso condizioni non
naturali (valori di temperatura o pH estre-
mi, solventi organici, tensioattivi ecc.) è
importante in molte applicazioni industria-
li. La stabilità (misurabile come attività re-
sidua dopo trattamento in condizioni parti-
colari) e l’attività iniziale possono essere
contemporaneamente migliorate oppure il
miglioramento di una di queste proprietà
può avvenire a scapito dell’altra. L’attività
e la termostabilità di alcuni enzimi mesofili
(subtilisine, esterasi) sono state aumenta-
te significativamente mediante strategie di
directed evolution. Ad esempio, una subti-
lisina da un Bacillus psicrofilo (ceppo
TA41) è stata trasformata in un enzima
termofilo dopo otto cicli evolutivi: la va-
riante finale possiede attività in ampio in-
tervallo di temperatura (10-60 °C); tredici
amminoacidi sono stati sostituiti nell’evo-
luzione dall’enzima naturale al migliore
mutante e ben sei mutazioni coinvolgono
la sostituzione di serina con altri ammi-
noacidi. Il confronto tra proteine mesofite
e termofile ha rivelato che in enzimi ter-
mofili vi è generalmente una presenza ri-
dotta di residui di serina rispetto agli ana-
loghi mesofili. La stabilità verso solventi
organici di diverse fosfolipasi è stata au-
mentata, mentre dalla ossidasi da rafano
sono stati ottenuti mutanti stabili verso al-
te concentrazioni di acqua ossigenata,
sodio dodecilsolfato e diversi sali.

Cammini metabolici

La possibilità di produrre nuove molecole
naturali mediante la modificazione dei
cammini metabolici in cellule microbiche o
vegetali è di interesse in campo farmaceu-
tico, agrochimico e nel campo della chimi-
ca fine. Un esempio particolarmente bril-
lante riguarda la biosintesi di carotenoidi:
l’attività della geranilgeranil difosfato sinta-

si è risultata essere cruciale per il controllo
della via biosintetica che porta a licopene
ed è stata l’obbiettivo di un progetto di
evoluzione orientata in Escherichia coli.
Cloni con produzione aumentata fino al
100% sono stati facilmente individuati per
osservazione delle colonie più colorate.
Anche enzimi di cellule vegetali sono stati
modificati mediante directed evolution e di
nuovo trasferiti in piante. Una desaturasi
da Arabidopsis, capace di agire esclusiva-
mente su acidi C18, è stata evoluta e se-
lezionata in E. coli in modo da ottenere
mutanti con specificità estesa ad acidi
grassi a catena più corta; l’espressione
dell’enzima con specificità ampliata nelle
piante ha permesso l’accumulo di acidi
grassi monoinsaturi inusuali, con percen-
tuali fino al 25% dell’olio di semi.

Conclusioni

Molti laboratori stanno sfruttando tecni-
che di directed evolution, spesso in con-
comitanza con approcci di ingegneria
proteica “razionale”, per generare enzimi
sempre più adatti alle esigenze industria-
li. Questi sviluppi sono accompagnati da
contributi creativi in ogni passaggio di
questo cammino evolutivo artificiale. Mol-
ti di questi progetti sono ostacolati dal fat-
to che, pur disponendo di sofisticate ed
ingegnose tecniche molecolari, i sistemi
di valutazione delle funzionalità alterate
non sono altrettanto efficaci.
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