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Origine	
  di	
  farmaci	
  basa>	
  su	
  piccole	
  molecole	
  

Schmidt	
  et	
  al	
  2007-­‐Nat	
  Chem	
  Biol	
  	
  7:	
  360-­‐366	
  

ProdoF	
  di	
  	
  
sintesi	
  

ProdoF	
  di	
  sintesi,	
  
ispira>	
  da	
  prodoF	
  

naturali	
  

prodo%	
  	
  
naturali	
  

deriva/	
  da	
  
prodo%	
  	
  
naturali	
   37% 

31% 





Farmaci	
  	
  basa>	
  su	
  piccole	
  molecole	
  

Newman	
  and	
  Cragg	
  2007	
  	
  

di	
  847	
  farmaci	
  a,ualmente	
  	
  
in	
  commercio	
  basa>	
  	
  
su	
  piccole	
  molecole	
  

semi-­‐sintesi	
  	
  
da	
  prodoF	
  
naturali	
  	
  

degli	
  a,uali	
  farmaci	
  an>tumorali	
  ed	
  
an>ba,erici	
  derivano	
  da	
  molecole	
  naturali	
  	
  

dei	
  farmaci	
  defini>	
  essenziali	
  da	
  parte	
  della	
  WHO	
  sono	
  di	
  
origine/ispirazione	
  vegetale	
  	
  

5%	
   27%	
  

60%	
  

11%	
  



 Ques>	
   da>	
   indicano	
   che	
   le	
   molecole	
   di	
   origine	
   naturale	
   (comprese	
  
quelle	
   vegetali)	
   	
   hanno	
   stru,ure	
   fisico-­‐chimiche	
   più	
   appropriate	
   per	
  
interagire	
  con	
  target	
  cellulari	
  di	
  interesse	
  farmacologico	
  

 Forte	
   impulso	
   per	
   lo	
   sviluppo	
   di	
   nuovi	
   farmaci	
   basa>	
   su	
   molecole	
  
naturali	
  da	
  rimedi	
  u>lizza>	
  nella	
  medicina	
  tradizionale	
  	
  



Le	
  piante	
  producono	
  una	
  miriade	
  di	
  molecole	
  bioaFve	
  

Una	
  singola	
  pianta	
  produce	
  da	
  5000-­‐25000	
  	
  
compos>	
  diversi	
  

>100	
  000	
  compos>	
  diversi	
  già	
  descriF	
  

solo	
  il	
  10%	
  	
  del	
  totale	
  	
  
di	
  molecole	
  vegetali	
  

La	
   cara,erizzazione	
   chimico-­‐stru,urale	
  
di	
  questo	
  enorme	
  numero	
  di	
  molecole	
  di	
  
or ig ine	
   vegetale	
   con	
   potenzia le	
  
bioaFvità	
   e	
   lo	
   sviluppo	
   di	
   tecniche	
  
anali>che	
  	
  sensibili	
  è	
  una	
  prima	
  sfida!	
  



Tecnologie	
  ad	
  alta	
  prestazione	
  per	
  iden>ficare	
  compos>	
  bioaFvi	
  di	
  
origine	
  vegetale	
  di	
  interesse	
  farmaceu>co	
  

iden/ficazione	
  di	
  
nuove	
  molecole	
  

bioa%ve	
  di	
  origine	
  
vegetale	
  

iden/ficazione	
  di	
  
sostanze	
  bioa%ve	
  
presen/	
  nei	
  rimedi	
  
della	
  medicina	
  
tradizionale	
  	
  



Tecnologie di screening efficaci per una rapida 
caratterizzazione delle proprietà farmacologiche 

Analisi fitochimiche 
mediante LC/MS 

Analisi della risposta dei 
prodotti bioattivi di origine vegetale 

Test in vitro e in vivo) 

Quali sono le 
molecole bioattive? 

Qual è il dosaggio 
ottimale? 

Quali sono i target 
cellulari? 

Quali effetti 
collaterali? 



Le	
  piante	
  sono	
  i	
  migliori	
  CHIMICI!	
  
…	
  i	
  metaboli>	
  secondari	
  sono	
  sinte>zza>	
  a	
  bassissime	
  

concentrazioni	
  (<	
  1%	
  del	
  peso	
  secco),	
  	
  
talvolta	
  insufficien>	
  per	
  la	
  cara,erizzazione	
  della	
  loro	
  aFvità…...	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  …ma	
  sopra,u,o	
  	
  al>	
  cos>	
  di	
  estrazione	
  e	
  purificazione	
  

Qualche	
  esempio	
  	
  

Vincris>na	
  e	
  vinblas>na	
  
(C.	
  roseus)	
  

500	
  kg	
  di	
  materiale	
  vegetale	
  
	
  per	
  o,enere	
  1	
  g	
  di	
  vincris>na	
  	
  
(~13	
  000	
  €	
  /	
  g)	
  

Necessità	
  di	
  oFmizzare	
  
la	
  produzione	
  per	
  abbassare	
  i	
  cos>	
  

Tassolo	
  (T.	
  brevifolia)	
  

Un	
  albero	
  di	
  Taxus	
  di	
  200	
  anni	
  alto	
  13	
  
metri	
  produce	
  solo	
  mezzo	
  grammo	
  di	
  
Paclitaxel	
  

Per	
  il	
  tra,amento	
  di	
  un	
  paziente	
  sarebbe	
  
necessario	
  tagliare	
  e	
  processare	
  6	
  alberi	
  di	
  
100	
  anni!	
  



Tassolo: una molecola di origine 
 vegetale di successo  

Negli anni ‘80 
migliaia di alberi di 
tasso del Pacifico 
(Taxux brevifolia) 
usati per l’estrazione 
del tassolo 

Attualmente il tassolo è 
prodotto per semisintesi da 
un precursore  
10 deacetil-baccatina 
estratta dagli aghi del tasso 
europeo  (Taxux baccata), 
senza distruggere gli alberi 

Sintesi chimica 
del tassolo 
possibile, ma 
molto costosa 

un altro metodo usa 
colture cellulari di 
Taxus baccata  



La sintesi chimica di prodotti naturali è complicata 
dalla loro estensiva chiralità 

I prodotti naturali hanno molti 
centri chiralici che sono difficili 
da riprodurre mediante sintesi 
chimica 



Ingegneria	
  metabolica	
  per	
  aumentare	
  la	
  produzione	
  e	
  la	
  
diversità	
  di	
  compos>	
  di	
  origine	
  vegetale	
  	
  

La	
  metabolomica	
  per	
  
iden/ficare	
  nuove	
  

molecole	
  bioa%ve	
  di	
  
origine	
  vegetale	
  

L’ingegneria metabolica per 
aumentare la produzione e 
la diversità di composti di 

origine vegetale  

Nelle ultime due decadi strategie di ingegneria metabolica sono state applicate con  
successo in piante modello e in piante coltivate e medicinali   
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Diterpenoidi abietanici 

etiopinone 

Acido carnosico 

1-oxo-ferruginolo ferruginolo 

1-oxo-etiopinone 

salvipisone 

Attività biologica 

Salvia	
  sclarea	
  (Lamiaceae)	
  

Pianta	
  medicinale	
  >pica	
  del	
  bacino	
  del	
  Mediterraneo,	
  	
  Europa	
  meridionale	
  e	
  Iran	
  

Usata	
  principalmente	
  per	
  la	
  produzione	
  e	
  l’isolamento	
  dello	
  sclareolo	
  

•  	
  an>microbica	
  (Kuzma	
  et	
  al	
  
2007)	
  

•  	
  an>ossidante	
  (Grzegorzyk	
  et	
  
al,	
  2007)	
  

•  	
  an>-­‐infliammatoria
(Benrezzouk	
  et	
  al,	
  2006)	
  

Quan>tà	
  basse	
  sinte>zzate	
  nelle	
  radici	
  (<	
  0.1%	
  peso	
  secco)	
  



Biosintesi	
  di	
  diterpeni	
  bioaFvi	
  in	
  Salvia	
  sclarea	
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Diterpenes	
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?	
   ?	
  

?	
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Sovraesressione dei geni AtDXS e AtDXR in 
radici avventizie di  S. sclarea 

DXR 

Linee di radici avventizie 

DXS       68 kDa 

   EV    3       5        7 

actin 

Linee di radici avventizie 

54 kDa 

   EV      4      7      9 

actin 

PlantaLab 



Diterpeni abietanici in radici avventizie di S. sclarea 

AtDXS AtDXR 

Aumento di 2-4 volte il contenuto in etiopinone 

PlantaLab 



DXS	
  

DXR	
  

Incremento	
  di	
  diterpeni	
  in	
  seguito	
  a	
  sovra-­‐espressione	
  di	
  DXS	
  e	
  DXR	
  
	
  in	
  radici	
  avven>zie	
  di	
  Salvia	
  sclarea	
  	
  

Incremento	
  di	
  
diterpeni	
  bioaFvi	
  

totali	
  (pari	
  a	
  2	
  volte)	
   Incremento	
  maggiore	
  
rispe,o	
  a	
  DXS	
  (pari	
  a	
  

4	
  volte)	
  

Si può ulteriormente migliorare la biosintesi di questi composti?  
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Il	
  Me>l-­‐Jasmonato	
  aFva	
  la	
  sintesi	
  	
  di	
  diterpeni	
  abietanici	
  

Tempo di rit. (min) 
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Iden>ficazione	
  di	
  TF	
  con	
  	
  mo>vi	
  ME-­‐responsive	
  nel	
  promotore	
  	
  

TGACg	
  =	
  >pici	
  elemen>	
  responsivi	
  
al	
  Jasmonato	
  	
  



	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  CPPS	
  

Abietane	
  
	
  diterpenes	
  

AtWRKY18#10	
  

AtWRKY40#7	
  

AtWRKY60#9	
  

AtMyc2#2	
  

Analisi	
  dei	
  livelli	
  di	
  espressione	
  di	
  geni	
  della	
  via	
  biosinte>ca	
  
MEP-­‐dipendente	
  nelle	
  linee	
  transgeniche	
  

*** 
*** 

*** 

*** 

*** *** 

*** * 

* 

* * 
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Gibberellins Diterpenes 

   Ent-copalyl    
diphosphate  
sintasi (Ent 
CPPS-GA1) 

Gibberellins Diterpenes 

RNAi 

Blocco di una  via laterale competitiva 

Copalyl  
diphosphate 
 synthase 

GGPP 



SsCPPS silenced hairy root lines  



OFmizzazione	
  della	
  biosintesi	
  di	
  diterpeni	
  bioaFvi	
  in	
  radici	
  
avven>zie	
  di	
  	
  Salvia	
  sclarea	
  	
  	
  	
  

Linee hairy root che sovraesprimono  
AtWRKY18 e con il gene sCPPSS silenziato 
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Cytokinins	
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Phytosterols	
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x3	
  

PLASTID	
  

Abie>c	
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   ?	
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CMK	
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IDS	
  

IDI	
  IPP	
   DMAPP	
   Isoprene	
  

GPS	
  

GPP	
  

GGPP	
  
GGPS	
  

x1	
  
x3	
  

Thiamine	
  

Monoterpenes	
  

Chlorophylls	
  
Tocopherols	
  

Plastoquinones	
  

Gibberelins	
  

Carotenoids	
  

Phylloquinones	
  ABA	
  

MEP	
  pathway	
  

MVA	
  pathway	
  

Diterpenes	
  

?	
  
?	
   ?	
  

?	
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Ingegneria metabolica: non solo  aumento 
della quantità ma anche nuovi prodotti 

una via metabolica può 
essere modificata 

Geni della via metabolica 
possono essere silenziati 
(RNAi mutazioni,VIGS…  

Anche nuove vie 
metaboliche possono 
essere introdotte  

M



Ingegneria metabolica: sfide future 
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  Eliminazione di meccanismi 

Inibizione da feedback 

  Tessuto specificità e 
compartimentalizzazione 

  Regolazione post-traduzionale 

  Interattoma: necessari complessi 
multi-enzimatici (metaboloni) per 
una biosintesi efficiente 

  Gene discovery (RNA seq, 
genome sequencing di piante 
medicinali) 

  Biologia sintetica 



Molti enzimi e metaboliti secondari sono 
compartimentalizzati 

Molti metaboliti si accumulano 
nei tricomi (oli essenziali, 
artemisinina etc) 
Omics database sono stati 
sviluppati per comprendere 
m e g l i o q u e s t e “ m i c r o -
factories”  

per	
  la	
  biosintesi	
  della	
  
morfina	
  geni,	
  proteine	
  e	
  
prodo%	
  sono	
  localizza/	
  
in	
  diverse	
  cellule	
  
specializzate	
  

anche	
  gli	
  alcaloidi	
  
an/tumorali	
  di	
  
Catharanthus	
  roseus	
  
sono	
  
compar/mentalizza/	
  



Molti metaboliti secondari di origine vegetali di 
interesse biomedico sono stati oggetto di 
strategie di ingegneria metabolica  

in batteri e 
 lievito (nero) 

in lievito           
 (blu) 

in piante (verde) 

un raro anti-dolorifero 
non oppiaceo: un buon 
candidato  



Vie biosintetiche di composti vegetali  possono 
essere ricostruite in altri organismi 

Batteri Lievito Cellule vegetali 



Nuove	
  fron>ere:	
  	
  la	
  Biologia	
  sinte>ca	
  
•  E’	
  possibile	
  ricostruire	
  intere	
  vie	
  biosinte>che	
  di	
  
metaboli>	
  secondari	
  	
  vegetali	
  in	
  microrganismi	
  
(Lievito,	
  ba,eri)	
  

Biosintesi di 
carotenoidi in E. coli  
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Biosintesi 
dell’artemisinina in 
lievito 

Progetto finanziato dalla 
Bill & Melinda Gates Foundation 
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Artelinate 
(Artelinic Acid) 

Arteether Artemether 

Biologia sintetica: produzione di  
artemisinina in lievito 

Gruppo Prof. Keasling e Sanofi -Aventis  

Saccharomyces  
cerevisiae 

Costo artemisimina 
Estratta da pianta  1$ grammo 
Prodotto in lievito  10 cent grammo  



CJ Paddon et al. Nature 000, 1-5 (2013) doi:10.1038/
nature12051 

Produzione di acido artemisico in lievito S. cerevisiae 



Vantaggi e svantaggi  della produzione di  
molecole vegetali bioattive in cellule  

vegetali o microbiche 
Le piante hanno TF e 
precursori endogeni 
Diversi tipi di organelli 
Tempi lunghi di 
crescita 
Effetti collaterali 
indesiderati su altre vie 
metaboliche 

Facile per uno scale-up 
Le aziende Pharma già in 
possesso delle tecnologie 
di base  
L’intera via biosintetica 
deve essere ricostruita 
nel batterio/lievito e 
modificata per 
un’efficiente espressione 
Aggiunta dei precursori 



Conoscenze, strumenti e risorse genomiche 
sono in rapido progresso anche per  
piante medicinali 



75 diverse piante medicinali: trascrittomica e metabolomica 

Conoscenze, strumenti e risorse genomiche 
sono in rapido progresso anche per le  

piante medicinali  



Produzione	
  di	
  molecole	
  bioaFve	
  in	
  pianta	
  

Interesse	
  
farmaceu>co	
  

Produzione	
  	
  
di	
  metaboli>	
  	
  
secondari	
  	
  
bioaFvi	
  

Nuovi	
  prodoF	
  Aumento	
  e/o	
  modificazione	
  
della	
  sintesi	
  di	
  molecole	
  	
  
bioaFve	
  già	
  prodo,e	
  in	
  pianta	
  

Produzione	
  	
  
di	
  proteine	
  
ricombinan>	
  



Diversi per sistemi  per la produzione di proteine  
in piante e microalghe 



Produzione di  
proteine ricombinanti 
in pianta  



Produzione	
  di	
  proteine	
  ricombinan>	
  di	
  
interesse	
  terapeu>co	
  	
  in	
  pianta	
  

 Trasformazione stabile vs transiente 

 Trasformazione nucleare vs plastidiale 

 Ottimizzazione del codon usage 

 Modifiche post-traduzionali (glicosilazione, 
altre) 

 Ottimizzazione dei processi di estrazione 

 Sistemi di produzione GMP come per altri 
farmaci 

E’  già una realtà: diversi prodotti già 
immessi  sul mercato a costi competitivi con 
quelli prodotti  in cellule umane/batteri/lievito 



Franconi R., Demurtas OC, Massa S.  
Expert Reviews Vaccines 2010 

Confronto tra diversi sistemi di produzione di proteine ricombinanti  
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GMP facilities and automatization for Plant-Made- 
Pharmaceuticals (PMP) 



Fraunhofer CMI, in collaborazione con il Fraunhofer Center for 
Molecular Biotechnology (CMB) e la Boston University, ha sviluppato 
una facilities  altamente automatizzata, per la produzione su larga scala 
quantità di proteine ricombinanti di interesse bio-farmaceutico con 
procedure GMP. 



A.	
  Leone	
  	
  
PlantaLab 

Molti successi concreti e molte altre applicazioni  
ad un passo dal mercato! 

Le	
  piante	
  come	
  biofabbriche	
  di	
  molecole	
  	
  
bioa2ve	
  di	
  interesse	
  farmaceu6co	
  


