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NUOVE FRONTIERE
NELLA SCOPERTA DI
PRODOTTI NATURALI

Esempio di piastra di isolamento
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| microrganismi hanno rappresentato e continuano a rappresentare un’importante sorgente di
molecole con attivitd biologica. Per poter mantenere elevato il tasso di scoperta, € necessario
riuscire ad analizzare una “fetta” della biodiversita differente da quella finora sfruttata.
A yuesto proposito un importunte contributo potrebbe venire du yuell’'ampia parte della
pojpoluzione microbicu dimostratu esistere e che & statu fino ud oyyi ritenuta “non coltivabile”:
la presenzu in dlcuni di yuesti ceppi di unu serie di curutteristiche li indicu come potenzidli fonti di
nuovi metuboliti di interesse industrivle.

no dei magyyiori progressi com-

piuti dulla medicina nel ventesi-

mo secolo € costituito dullu sco-

perta e ddllu successivu dppli-
cuzione clinicu deyli untibiotici. Dopo la
scopertu dei primi untibiotici, prodotti du
microrgunismi, i metaboliti microbici sono
stuti ogygetto di intense cumpuagne di
screening volte dll'identificuzione di sostun-
ze con uttivitd bioloygicu. Oyyi unu grun
purte delle sostunze biologicamente attive
impiegute in cumpo clinico, ugricolo o
veterinurio € costituitu du prodotti del
metubolismo secondario di microrgunismi
(o derivati semisintetici di yuesti metuboli-
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fi). Le strutture complesse di molti metabo-
liti derivano du una serie di reazioni che
coinvolgono humerosi enzimi, € hon posso-
no essere facilmente riprodotte uttraverso
sinfesi chimiche in laboratorio. La ricercu di
nuove Mmolecole prodotte du microryuni-
smi, guindi, contfinuu u rivestire una hote-
vole importunza honhostunte il gran humero
di metuboliti microbici scoperti. Due futtori
principuli contribuiscono ullu crescente
domundu di nuove entitd chimiche dotute
di uttivitd biologicu. Du un lato i proyetti di
seyuenziumento di yenomi forhiscono
informazioni che consentono di individudre
nuovi target terapeutici, per i yudli si ricer-

cuno e sviluppuno huovi farmaci. Anche
per indicuzioni “vecchie”, d'dltro cunto,
c’é hecessita di huove molecole. Ad esem-
pio, l'efficucia di molti deyli untibiotici
uttudlmente in commercio & confinuu-
mente ridottu in seyuito dllu compursu ed
dllu rapidu diffusione di ceppi putoyeni
resistenti ud unu o pid clussi di Molecole.
Ne conseyue che & necessurio scoprire,
sviluppure ed infine portare sul mercuto
nuovi untibiotici, possibilmente appurte-
nenti u clussi chimiche diverse du yuelle
uttudlmente utilizzate in clinicu, che non
siano sensibili ai meccunismi di resistenza
svilupputi dui microrgunismi putogeni.
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La biosintesi di metaboliti

La cupacitd di produrre metaboliti farma-
coloygicumente uttivi non € unu curatteristi-
cu generule dei microrgunismi, ma & limita-
ta g pochi gruppl. In particolare i pid prolifi-
ci produttori di molecole biologicumente
uttive sono dlcuni yruppi di funghi filumen-
fosi e - fru i butteri - gli Attinomiceti, in puarti-
colare il yenere Sfrepfomyces. L'industria
farmaceutica ha per anni focdlizzato |a
ricerca di metdboliti microbici proprio su
yuesti gruppi, e si puod stimare che diversi
milioni di ceppi di Strepfomyces siano stati
sottoposti u screening. Anche se ud oyyi
solo unu fruzione dei metuboliti prodotti du
Streptomyces sono stuti identificuti, lu sco-
pertu dellu fruzione uncoru hon individuata
richiederd un impiego di risorse decisumen-
tfe muyyiore rispetto dl pussuto (1). Duto
che sono stute scoperte yid diverse migliviu
di prodoftti microbici, diventu indispensubile
adotture nuove strategie per evitare di
identificare huovumente le stesse Molecole
(2, 3). Dal momento che le vie biosintetiche
che portuno ui metaboliti di inferesse sono
spesso complesse e coinvolgono humerosi
enzimi, possono essere sufficienti piccole dif-
ferenze in uno deyli enzimi coinvolti per por-
tare a prodotti diversi. Ci si pud uttendere
che lu probdbilitc di trovare enzimi diversi (0
diverse combinuzioni di enzimi) aumenti
yuundo si consideruno ceppi evolutivu-
mente pid lontuni. A yuesto proposito
sarebbe yuindi auspicubile ufilizzare ceppi
produttori poco sfruttati in passato. In effet-
ti, I'isolumento e lo screehing su lurgu sculu
di yeneri di uttinomiceti che precedente-
mente erano stati poco sfruttati & storicu-
Mmente coinciso con un incremento nella
scopertu di huovi untibiotici (4, 5). Unu delle
strategie che vengono dadottate consiste
nell’isolare i ceppi du cumpioni raccolti in
locdlitd tra loro molto distanti, oppure du

microumbienti particolari, contando sull’iso-
lumento yeoyrufico e/o ecoloyico per
aumentare lu hovitd dei ceppi isoldti. In
redltd molfi Microrgunismi possono essere
considerati ubiquitari, iducendo yuindi I'im-
portanza dell’origine del campione. Lu pro-
babilitd di isolare un ceppo di Streptomyces
mui soffoposto G screehing dppare oyyi
decisumente ridottu, duto lo sfruttumento
intensivo u cui yuesti microrgunismi sono
stati softoposti. Unu fonte di huove moleco-
le pud essere ruppresentutu proprio du ufti-
nomiceti uppurtenenti u yeneri isoluti con
relativamente minor successo rispetto di
produttori pit noti (6). L'estremizzazione di
yuesto concetto portu u rivolygersi u generi
di microrgunismi mai isoluti in precedenzu.,
Dati molecoluari indicano infutti che solo
unu frazione minima (1% o meno) dellu
diversitd microbicu € stutu finoru isolutu e
coltivutu in luborutorio (7): esiste guindi un
potenziule biosintetico enorme, che finoru
non & stuto unudlizzuto e sfruttuto, che
potrebbe fornirci nuovi metaboliti di interes-
se industriale. Come detto in precedenzu,
perd, solo unu piccolu parte dei microrgu-
nismi conosciuti & in grado di produrre que-
sto tipo di molecole: dli sforzi devono per-
tunto essere orientuti verso gruppi di micror-
gunismi potenziulmente in grado di operu-
re le nhecessurie biosintesi.

Nuovi ceppi attivi

Lo studio dei yenomi confermu |’ osservauzio-
ne che solo dlcuni grupppi di microrganismi
sono buoni produttori di metuboliti secon-
dari, La muggior purte dei yenomi sequen-
zidfi, infatti, non mostra dlcun cluster dei
geni tipicumente coinvolti nel metubolismo
secondurio. Al contrario, ciuscuno dei
genomi di Strepfomyes coelicolor e S. aver-
mitilis contiene oltre 20 di yuesti clustfer (8-
10). Questyu, insieme dll’ enorme dimensione

New Frontiers in the Discovery of Natural Products
Microrganisms are the source of thousands of bioactive molecules. As the “rediscovery” of known molecules increases, it is important to
screen a portion of biodiversity not analysed in the past. We know that most of the microbial diversity has never been cultured. With the

del yenomu, & unu curutteristica comune
anche ad difri generi di uftinomiceti fila-
mentosi (11) e ui myxobutteri (12), tutti buoni
produttori di molecole biologicumente utti-
ve. Un‘undilisi retrospettivu dei butteri pro-
duttori di metaboliti seconduri indicu che la
magyior purte delle Molecole viene du
ygeneri che combinuno un umpio potenziu-
le yenetico con lu fucilitd di isolumento e
coltura. La novitd del ceppo hoh & dunyue
un criterio sufficiente per valutare |'inferesse
industridle di un ygruppo di microrgunismi. |
nuUovi ceppi devono essere in grado di pro-
durre metdboliti seconduri, e yuestu cupu-
citd pud essere valutata direttumente con
appropriati sagygi di uttivitd, In assenza di
yuesti € comunyue possibile analizzare la
presenzu di un repertorio di yeni tipici del
metabolismo secondurio attraverso metodi
molecoluri. Noh bisognu perd dimenticure
che I'identificuzione di huove molecole &
prima di futto un futto stocustico, che richie-
de quindi I'undlisi di un humero sighificativo
di campioni. | huovi gruppi isolati devono
pertunto essere relutivamente fucili du iso-
lure e colfivare, e devono presenture unu
rlevante diversitd geneticu. Per guunto
nuovi, infatti, non & pensubile che tutti i
membri di un NUOVO Yruppo siuno in grudo

Un aliro esempio di piastra di isolamento

application of novel methods, new strains are being isolated which could be important sources of novel metabolites.
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Particolare di un ceppo di attinomicete appartienente ad
un gruppo filogenetico recentemente identificato

di produrre solo metuboliti huovi, come
pure il futto di trovare un metabolitu gid
cohosciuto hon sighificu che tutti i metubo-
liti identificati saranno composti hoti.
Rigssumendo, uh huovo gruppo Mmicrobico
di ceppi & yuindi potenziulmente interes-
sunte per I'industria solo se é relutivamente
facile disporre in breve tempo di un elevato
numero di ceppi, che siano diversi tra loro e
che dbbidgno |u potenzidlitd di produrre
(huovi) metaboliti.

Nel nhostro lavoro, volto dll’isolumento di
produttori di nuovi untibiotici, ubbiamo
tenuto conto di yueste curutteristiche per
vulutare il potenzidle industriule di huovi
ceppi.

Il ruzionule dllu buse del hostro luvoro &
semplice: & piu fucile che combinuzioni
nuove di enzimi (e yuindi huovi metaboliti) si
frovino in ceppi che non sono Mui stati unu-
lizzati, piuttosto che in ceppi ormui isoldti in

grandi nhumeri. Duto che,
pero, il potenzidle per lu bio-
sintesi di metuboliti seconduri
sembru concentrato in pochi
gruppi di butteri, abbiumo
rivolto la nostra attenzione ugli
uttinomiceti filumentosi, cer-
cundo di individuure nuovi
genheri dll'inferno di yuesto
gruppo di prolifici produttori di
sostunze di interesse furmu-
ceutico ed industrivle.
Nonostunte |'intenso lavoro
svolto nel pussuto, lu magyior
purte dei prodotti derivu infat-
ti du pochi yeneri (in purticolure
Streptomyces), che soho stuti sotfoposti u
screening in modo molto piu intensivo
rispetto ad dlfri; humerosi studi molecolari,
inoltre, indicano che una parte dei micror-
gunismi che ancora hoh sono stuti coltivati
& strettumente “impurentuta” con yeneri di
Aftinomiceti produttori di sostunze biouttive
(13, 14). Infroducendo unu serie di modifi-
che dlle procedure hormulmente utilizzute
per l'isolumento, ubbiumo recentemente
portuto in coltura numerosi Microrgunismi
fino g yuel momento mui isoluti (15). Simili
risultati sono stuti ottenuti unche da diltri
gruppi, in modo del tutto indipendente (16-
18).

Siccome dlcuni dei huovi uttinomiceti filu-
mentosi du noi isoluti possono essere Mun-
tenuti in colturu fucilmente, ci € yuindi stuto
possibile andlizzarne un humero sufficiente
ad una prima valutazione del loro inferesse

industrigle. L'analisi attraverso metodi mole-
colari indicu che yuesti huovi microrgunismi
hanno yenomi relativamente grandi, paru-
gonubili a yuelli di produttori noti, e che
cohtengono diverse clussi di geni coinvolti
nel metubolismo secondario. |l potenziule
ygenetico & stuto, in ulcuni cusi, confermuto
nel corso di sugyi per vuluture lu produzio-
ne dullu effettivu produzione di uttivita unti-
microbiche, osservate con opportuni sagyi.
Anche lu valutauzione di dlfre carutteristiche
ha dato risultati incoragyiunti. Alcuni dei
nuovi gruppi identificati sono infutti - largu-
mente distribuiti hei suoli, anche in uree
geoyrdficumente lontune, 1u loro ubiguitd
gurantirebbe quindi la possibilitd di un
costunte upprovvigionumento di huovi iso-
lati per lo screening. Anche | diversita
geneticu, dlmeno per dicuni gruppi, sem-
bru essere elevuty, lusciundo presuyire unu
conseyuente diversita metabolicu. Solo | ef-
feftivo isolumento di dlcune miglicia di
ceppi e l'undlisi dei loro metuboliti potrd
confermare il potenzidle di yuesti ceppi
come produttori di nuove molecole.

Le indicuzioni raccolte finora stanno confer-
mando le ipotesi dllu buse del luvoro, ovve-
ro che € possibile portare in coltura gruppi
di microrgunismi, in possesso del corredo
genetico necessurio dllu produzione di
metaboliti seconduri, che hon sono fino ad
oru stuti isoluti e sottfoposti u screening. Non
possiumo uncoru dire se, come hel pussu-
to, l'isolamento maussivo di huovi gruppi di
microrgunismi corrisponderd dllu scopertu
di huovi principi aftivi. | huovi gruppi di atti-
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