
Proteine terapeutiche

Biofarmaci naturali Proteine di origine estrattiva prodotte per 
uso clinico

Farmaci biotecnologici
Prima generazione

Proteine native prodotte con la tecnica del 
DNA ricombinante

Seconda 
generazione

Proteine naturali modificate (mutazione di 
un singolo o pochi a.a., iper glicosilazione,
peghilazione...) che mantengono la stessa 
attività biologica ma hanno un migliorato 
profilo di efficacia/tollerabilità o un profilo 
farmacocinetico più idoneo.

Terza generazione Proteine altamente modificate (mutazioni di 
molti anticorpi, chimere) per ottenere 
molecole con attività anche differenti dalla 
proteina naturale.



Problemi dei biofarmaci naturali

• prodotti naturalmente da un organismo 
vivente
– Difficoltà di estrazione
– La somministrazione di ormoni da animali 

(insulina) poteva causare l’attivazione di una 
risposta immune

– Pericolo di trasmissione di agenti infettivi tra 
specie o individui (malattia di Creutzfeldt-
Jakob in pazienti trattati con ormone della 
crescita umano)



Proteine terapeutiche

Biofarmaci naturali Proteine di origine estrattiva prodotte per 
uso clinico

Farmaci biotecnologici
Prima generazione

Proteine native prodotte con la tecnica del 
DNA ricombinante

Seconda generazione Proteine naturali modificate (mutazione di un 
singolo o pochi a.a., oppure iper glicosilazione,
pegilazione...) che mantengono la stessa 
attività biologica ma hanno un migliorato 
profilo di efficacia/tollerabilità o un profilo 
farmacocinetico più idoneo.

Terza generazione Proteine altamente modificate (mutazioni di 
molti aa, chimere) per ottenere molecole con 
attività anche differenti dalla proteina 
naturale (ancora in fase di ricerca)



• I farmaci biotecnologici di prima generazione 
sono semplici copie di proteine umane prodotte 
attraverso la trasfezione del gene umano in un 
appropriato sistema di espressione ma….

• Problemi intrinseci delle proteine
– Scarsa stabilità
– Tendenza all’aggregazione

• Problemi farmacocinetici
– Breve t1/2
– Scarso o nullo assorbimento

• Problemi farmacodinamici
– Bassa affinità
– Scarsa selettività

• Immunogenicità
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Strategie per migliorare le 
caratteristiche delle proteine naturali

1. Manipolazione della struttura primaria
– Mutazioni/delezioni a livello dei “loops” per 

ridurre la flessibilità, con conseguente 
diminuzione della suscettibilità alla proteolisi

– Mutazione sito specifica per inserire siti 
addizionali di glicosilazione (eritropoietina)

– Mutazione di epitopi immunogenici 
(eritropoietina)

– Mutazione sito specifica cisteina/serina 
(IFNβ1b, G-CSF)



L’importanza della glicosilazione



Strategie per migliorare le 
caratteristiche delle proteine naturali

2. Modificazioni chimiche post 
traslazionali

– Peghilazione: la proteina viene legata al 
polietilene glicole, polimero altamente 
flessibile che aumenta significativamente la 
dimensione della proteina, migliorandone la 
farmacocinetica, riducendo l’immunogenicità
e l’aggregazione

Polietilene glicole







• Altre modifiche intenzionali nel disegno di farmaci 
biotecnologici come:
• Coniugazione: modificazione covalente di una 

proteina con una molecola più piccola (ed es. 
coniugazione di un anticorpo monoclonale con una 
molecola citotossica)

• Radiomarcatura: incorporazione di un isotopo 
radioattivo nella molecola.

Kadcyla®
Trastuzumab emtansine

DM1-trastuzumab MCC linker Cancer



Strategie per migliorare le 
caratteristiche delle proteine naturali

2. Modificazioni chimiche post 
traslazionali

– Insulina detemir (acilazione LysB29, Novo 
Nordisk)

– INFα, peptide GLP1, desmopressina (legame 
di acidi grassi a residui attivi sulla 
superficie della proteina)

– Migliorano il legame con le proteine 
plasmatiche e quindi prolungano l’emivita



Strategie per migliorare le 
caratteristiche delle proteine naturali

3. Utilizzo di partners di fusione
– aumenta significativamente l’emivita delle 

proteine; generalmente non ne modifica 
struttura e funzione



etanercept



Proteine terapeutiche

Biofarmaci naturali Proteine di origine estrattiva prodotte per 
uso clinico

Farmaci biotecnologici
Prima generazione

Proteine native prodotte con la tecnica del 
DNA ricombinante

Seconda generazione Proteine naturali modificate (mutazione di un 
singolo o pochi a.a., oppure iper glicosilazione,
pegilazione...) che mantengono la stessa 
attività biologica ma hanno un migliorato 
profilo di efficacia/tollerabilità o un profilo 
farmacocinetico più idoneo.

Terza generazione Macromolecole (compresi acidi nucleici e 
proteine altamente modificate, mutazioni di 
molti aa, chimere) con attività anche 
differenti dalla proteina naturale (ancora in 
fase di ricerca)



Preparazione di proteine ricombinanti



Preparazione di proteine ricombinanti



Preparazione di proteine ricombinanti





Preparazione di proteine ricombinanti



Preparazione di proteine ricombinanti



Insulina ricombinante

• Adatta ad essere prodotta con le 
tecniche del DNA ricombinante
– Non è modificata dopo la traduzione 

dall’aggiunta di zuccheri
– È una proteina relativamente piccola 

(catena A: 21 aa, catena B: 30 aa)



Insulina 

Clivaggio enzimatico 
del polipeptide 
centrale

leader Catena B Catena C Catena A
Preproinsulina 

Catena B Catena C Catena A
Proinsulina 

(21 aa)

(30 aa)



Insulina umana 
(settembre 1982)

• Produzione di proinsulina, 
inserendo nei batteri il gene in 
toto e quindi convertendo la 
proinsulina in insulina 
mediante clivaggio chimico

• Produzione da parte di due 
colture batteriche 
(rispettivamente 
ingegnerizzate con i geni che 
codificano pe le catene A e B) 
delle singole catene 
polipeptidiche e quindi 
legandole chimicamente tra 
loro mediante ponti disolfuro



Trascrittasi inversa

Oppure il gene può essere 
sintetizzato in laboratorio 
legando nel corretto ordine le 
basi nucleotidiche; la corretta 
sequenza è dedotta dalla 
sequenza degli aminoacidi nella 
molecola di proinsulina





Insuline per uso umano

Insulina Posizione aa
Catena A Catena B

8 10 21 28 29 30 31 & 32
Insulina umana Thr Ile Asn Pro Lys Thr -
Insulina bovina Ala Val Asn Pro Lys Thr -
Insulina suina Thr Ile Asn Pro Lys Ala -
Insulina Lispro Thr Ile Asn Lys Pro Thr -
Insulina-asp Thr Ile Asn Asp Lys Thr -
Insulina glargina Thr Ile Gly Pro Lys Thr Arg & Arg



Sistemi che utilizzano cellule 
batteriche

• Vantaggi
– Crescita rapida
– Facili da gestire

• Svantaggi
– Le cellule batteriche non compiono lo stesso 

tipo di processi posttraslazionali delle cellule 
dei mammiferi (ad esempio glicosilazione)

– Il prodotto può contenere endotossine che 
devono essere rimosse



In alternativa..

• Cellule eucariote (ad esempio 
Saccharomyces cerevisiae o cellule 
CHO di ovaio di criceto cinese)
– Crescita più lenta
– Le colture sono più difficili da portare 

avanti
– Aumento dei costi



Procariote Eucariote
E. Coli Lievito Cellule umane

Dimensioni e 
caratteristiche 
del DNA

4.6 Mbp, 
circolare

12.1 Mbp, 
cromosomico

2000-3000 Mbp, 
cromosomico

Modificazioni 
post-
traduzionali

Nessuna Diverse da 
quelle umane

Simili o identiche a 
quelle umane

Velocità di 
crescita (cicli 
per ora)

3.33/h 0.25/h 0.02/h

Metodo di 
coltivazione

Fermentazione Fermentazione Fermentazione 
(cellule in 

sospensione)
Roller bottle (cellule 

in adesione)
Costo Basso Intermedio Alto



Piante transgeniche per la 
produzione di farmaci

• Con la tecnica del DNA 
ricombinante è possibile 
fare esprimere nelle 
piante proteine quasi 
indistinguibili da quelle 
prodotte da cellule di 
mammifero

• Nelle cellule vegetali 
avviene una glicosilazione 
diversa e le proteine 
ricombinanti possono 
veicolare glucani vegetali 
che le rendono 
immunogeniche





Animali transgenici per la produzione 
di farmaci: gene farming

1. Un gene che consente la 
produzione di una 
determinata molecola (ad 
es un composto ad attività 
farmacologica) viene isolato 
e amplificato

2. Microiniettato in un uovo 
fecondato bovino, il gene si 
inserisce nel patrimonio 
genetico

3. Individui così modificati 
potranno essere replicati 
mediante la clonazione

4. È possibile far esprimere il 
gene in un organo specifico  
(mammella) e al momento 
prestabilito, in modo da far 
produrre il farmaco nel 
latte





• Agosto 2006: l’EMEA 
approva Atryn, alfa-
antitrombina umana prodotta 
nel latte da capre 
transgeniche

• Il farmaco è stato approvato 
per la profilassi della 
trombosi venosa profonda e 
della tromboembolia in 
pazienti con deficit 
congenito di antitrombina.

• L’immissione in commercio è 
approvata esclusivamente 
per “circostanze 
eccezionali”, assicurandosi 
che la ditta produttrice ne 
controlli rigorosamente la 
sicurezza.



Animali transgenici per la produzione 
di farmaci: gene farming

Prodotto Società produttrice Applicazione
LATTE DI PECORA
a1-antitripsina umana PPL, UK Terapia dell’enfisema
Proteina C umana PPL, UK Terapia della trombosi
Fattori VIII e IX della 
coagulazione umani

PPL, UK Terapia dell’emofilia

LATTE DI BOVINA
Lattoferrina umana Genzyme, MA, USA Trasporto del ferro e 

attività antibatterica
LATTE DI CAPRA
Attivatore tissutale del 
plasminogeno umano

Genzyme, MA, USA Dissoluzione dei trombi

PLASMA DI SUINO
Emoglobina umana DNX, NJ, USA Sostituto del plasma nelle 

trasfusioni





Anticorpi monoclonali



Glicoproteine prodotte e secrete nel sangue da linfociti 
B dei vertebrati in seguito alla maturazione in 
plasmacellule indotta dall’esposizione a un antigene.





Kohler & Milstein 

“Continuous cultures of fused cells secreting antibody of predefined 
specificity”

Nature. 1975 Aug 7;256(5517):495-7 

Kohler & Milstein 

1984 – premio 
Nobel per la 

medicina



• Iperimmunizzazione
dell’animale con l’antigene.

• Prelievo delle cellule B 
(dalla milza) e fusione con 
linee tumorali (es. 
mieloma).

• Selezione delle cellule su 
un terreno di crescita 
specifico (HAT medium).

Produzione di anticorpi monoclonali tecnologia
dell'ibridoma

L’HAT medium fa sì che solo le cellule in cui è avvenuta la fusione 
sopravvivano: il risultato è

la selezione di cloni cellulari IMMORTALIZZATI
che producono costantemente 

anticorpo diretto contro l’antigene di interesse.



Terreno di cultura HAT (ipoxantina -
amminopterina – timidina)

Amminopterina e’ un inibitore della sintesi de novo delle
purine = la sua presenza nel mezzo inibisce questo
processo per cui le cellule dipendono dalle purine presenti
nel mezzo e dalla “salvage” pathway per la loro
soppravvivenza.
Timidina consente la produzione dei nucleotidi timidinici.
Ipoxantina consente la produzione dei nucleotidi guaninici
da parte degli splenociti/linfociti B, degli ibridomi ma non 
delle cellule di mieloma che muoiono (non possiedono TK e 
HGPRT). Gli splenociti/linfociti B muoiono comunque in 
colture nel giro di 7-10 giorni.

Sopravvivono nel mezzo HAT solo gli ibridomi in quanto
possono utilizzare l’ipoxantina come sorgente di nucleotidi
guaninici (componente dello splenocita) e possono
soppravvivere per lungo tempo in coltura (componente del 
mieloma).

TK: timidina kinasi
HGPRT: ipoxantina guanosina 
fosforibosil-trasferasi 



Anticorpi terapeutici ottenuti 
con la tecnologia dell'ibridoma

• Ha reso possibile l'ottenimento di grandi quantità
di anticorpi specifici per un determinato antigene.

• Storicamente, il primo anticorpo monoclonale il cui
uso è stato autorizzato nei pazienti è un anti-CD3
dei linfociti T, MUROMONAB o ortoclone OKT3,
per trattate il rigetto acuto dopo trapianto di rene.

• L'uso prolungato di anticorpi murini nei pazienti 
determina l'insorgenza di sindromi "allergiche" 
caratterizzate da rigonfiamento delle articolazioni, 
eruzioni ed insufficienza renale.

• La produzione viene interrotta nel 2010



Meccanismi con cui gli anticorpi inducono gli 
effetti terapeutici

Modulazione diretta 
dellantigene bersaglio = 
terapie anti-TNFa o anti-IgE



Meccanismi con cui gli anticorpi inducono gli 
effetti terapeutici

Azione citotossica mediata dal 
complemento (CDCC)

Azione citotossica mediata da 
cellule (ADCC)



ANTICORPO IMPIEGO %

Human anti-mouse antibodies MUROMONAB RIGETTO ACUTO ~50
LUPUS ER. SIST. ~35

Human anti-chimeric antibodies RITUXIMAB
LINFOMA ~1

TRASTUZUMAB CANCRO SENO 0.1

Human anti-human antibodies
DACLIZUMAB RIGETTO ACUTO   

Le sequenza amminoacidiche nelle regioni costanti delle catene H dei frammenti Fc, sono le
stesse in individui diversi della stessa specie, ma sono diverse in specie diverse; queste
differenze sono responsabili delle reazioni immunitarie contro le immunoglobuline. Queste
reazioni si presentano per esempio in pazienti che assumono per lungo tempo anticorpi
contenenti le sequenze di immunoglobuline murine.

Queste reazioni:
- effetto avverso anche severo (pretrattamento con FANS ed anti-istaminici);
- interferiscono con la funzionalita’ e quindi l’efficacia degli anticorpi terapeutici;
- variano come incidenza in base alla malattia ed all’uso di altri farmaci.

REAZIONI ANTI-ANTICORPO RIDUCONO L’EFFICACIA TERAPEUTICA

(da “Pharmaceutical Biotechnology” - 2008)



• Anticorpi monoclonali murini mediante la tecnologia dell’ibridoma

• Anticorpi chimerici (70% DNA umano) e umanizzati (95% DNA umano)

• Anticorpi completamente umani, utilizzando animali transgenici con i loci 

delle immunoglobuline umane.

CDR 
murini

chimerici umanizzati umani

Regione 
V murina

murini

Il tentativo di generare anticorpi monoclonali umani impiegando la tecnologia
dell'ibridoma non ha avuto pieno successo in quanto mancano linee cellulari di mieloma
umano e gli ibridomi risultanti sono instabili.

Negli ultimi 30 anni diversi approcci sono stati ideati in modo da "umanizzare" gli
anticorpi murini.

Porzione umana

Porzione murina

0                ~ 60 – 70 %     ~ 90 – 95 %         ~ 100 %

100 %          ~ 30 – 40 %      ~ 5 – 10 %               0


