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Genetica chimica: un approccio alternativo 

per lo studio di sistemi biologici complessi 

mediante l’utilizzo di small-molecules
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In questa lezione:

 Genetica chimica: introduzione

 Caso studio I: small-molecules nella ricerca contro il cancro
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 Letture consigliate
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Gap produzione-approvazione

Ashburn and Thor, 2004
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Processo di drug discovery de novo 

Ashburn and Thor, 2004
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Risk-reward

Ashburn and Thor, 2004
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Processo di drug repurposing

Strategie di repurposing permettono di ridurre le tempistiche di 

ricerca e sviluppo assicurando un ridotto fattore di rischio, grazie 

alle precedenti fasi di sviluppo clinico che assicurano profili di 

sicurezza e farmacocinetiche ben noti 

Ashburn and Thor, 2004
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Approcci usati in drug repurposing

Pushpakom et al., 2018
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Docking molecolare

Rognan, 2010
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 Recupero delle informazioni sui siti di 

legame proteina-ligando da database

 Conversione di uno sketch 2-D del 

ligando in una struttura 3-D

 Docking seriale del ligando contro tutti i 

siti di legame

 Post-elaborazione dei raw data di 

docking per definire un elenco di target
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Database
PubChem

ChEMBL

BindingDB

Oprea et al., 2007 

Nicola et al., 2012
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High-throughput screening
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Medina-Franco et al., 2013
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Design della plate

Ciascuna molecola viene testata in doppia replica biologica in una plate da 96 

pozzetti, consentendo l'analisi di 40 molecole. Le colonne 1 e 12 sono 

dedicate ai controlli, 8 positivi e 8 negativi, distribuiti in ordine alternato.
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Halder and Kombrink, 2015
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Metodi di screening
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Stockwell et al., 2004
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Step sperimentali nei due approcci

Halder and Russinova, 2019
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Partendo da un fenotipo 

noto, testiamo molecole 

che lo inducono. Quindi 

cerchiamo e validiamo il 

target della molecola. 

Alcune problematiche…

Partendo da un target di 

interesse, testiamo

molecole bioattive. Quindi 

cerchiamo quali fenotipi 

vengono indotti per 

ricostruire la funzione.
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Quali sono i vantaggi di questa 
metodologia?
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Analizziamone alcuni:
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 Possibilità di utilizzo a differenti concentrazioni, permettendo 
l’analisi di un più ampio spettro di fenotipi

 Modulazione del tempo di esposizione alle molecole, con possibilità 
di rescue dinamico delle normali funzioni dell’organismo

 Possibilità di agire contemporaneamente su un ampio gruppo di 
proteine con funzioni ridondanti

 Applicazione topica delle molecole, al fine di agire solamente su 
uno specifico organo dell’organismo studiato

 Applicazione su specie non geneticamente alterabili, al fine di 
studiare geni omologhi

 Possibilità di studiare mutazioni embrioletali/che rendono 
l’organismo sterile
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Genetica chimica in pianta
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Halder and Russinova, 2019
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Approcci in pianta
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Lepri, Longo et al., (under review)
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Caso studio I – cancer research

Ponatinib repurposing
In Vitro and In Vivo (mouse) experiments

19

Caso studio I

Introduzione al caso

Docking molecolare

Dati sperimentali

Tossicità e IC50

Modello



Overview
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Massaro et al., 2017

Kamińska et al., 2021



Overview

21

Caso studio I

Introduzione al caso

Docking molecolare

Dati sperimentali

Tossicità e IC50

Modello



Interazione molecola-ligando
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Barnwal et al., 2023
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Studi di docking 

molecolare hanno 

permesso di 

determinare che il 

Ponatinib forma un 

legame idrofobico 

con i residui

Glu-54, Glu-55, Asp-

56, Gln-49, Val-51, 

Tyr-39, Ser-100, Ile-

99, Met-98, Ala-104 

e Asp-105 di PD-L1  



Ponatinib – PD-L1 in soluzione di cellule B16-F10 
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Barnwal et al., 2023
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Il trattamento provoca un quenching della fluorescenza, ergo la quantità di PD-

L1 libero è diminuita significativamente a seguito del trattamento con Ponatinib

in modo dose-dipendente, indicando l'efficiente legame di proteina-ligando



Effetti del trattamento
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Barnwal et al., 2023
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Due parametri fondamentali: tossicità and IC50
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Meccanismo di azione
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Dato che il blocco della via di 

segnalazione PD-1/PD-L1 

induce la proliferazione e 

l’attivazione delle cellule T, ne 

è stata valutata la quantità 

nella milza dei topi. È stato 

riscontrato un aumento

nelle percentuali di cellule T 

trattati con Ponatinib rispetto 

al controllo. 

Presi insieme, questi dati 

suggeriscono che il Ponatinib si 

leghi a PD-L1 e ritardi la 

crescita del tumore

inducendo l'immunità 

antitumorale piuttosto che 

attaccandolo direttamente.



“Ponatinib can be used as a potent small-molecule
inhibitor of PD-L1 to overcome the disadvantages 
associated with antibodies”
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Consigli per l’esame:
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Non avete background in merito 

al problema biologico proposto?

Nel vostro paper sicuramente 

troverete qualche review citata 

che vi aiuterà e che potrete 

riportare come introduzione 

(poche slide però)  

Studiate bene i Supplementary

forniti, sono un ottimo spunto 

per fare una analisi critica 

dell’articolo da presentare



Caso studio II – epigenetic

5-Azacytidine and pancreatic cancer
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Epigenetica: on top of genetics

30

“the study of changes in gene function that are mitotically and/or 

meiotically heritable and that do not entail a change in DNA sequence’’

The epigenetic landscape integrates the connected concepts of competence, induction, and 

regulative abilities of the genes into a single model designed to explain cellular differentiation, 

a long-standing problem in embryology. Waddington envisioned the  epigenetic landscape as a 

series of ridges and valleys a cell can traverse on its way to a final tissue type.

Waddington, C.H., 1957
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Meccanismi di regolazione epigenetici
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Meccanismi di regolazione:

• metilazione del DNA

•rimodellamento della cromatina

• imprinting genomico 

• regolazione mediata da ncRNA

• modificazioni istoniche

Cambiamenti fenotipici 

ereditabili che non 

implicano modificazioni 

nella sequenza del DNA

Studia i geni, 

l'ereditarietà e la 

variabilità genetica

negli organismi viventi
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Panoramica: la complessità della regolazione

32
Campbell & Wood, 2019
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Metilazione del DNA – DNMT

33
Day & Sweatt, 2010
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La metilazione del DNA avviene sulla citosina, mediante l’aggiunta di un gruppo 

metilico nella posizione 5 dell’anello pirimidinico per mezzo di una DNMT. 

DNMT3A e DNMT3B avviano la metilazione de novo, mentre DNMT1 è l’enzima 

di mantenimento che agisce sul DNA emimetilato a seguito della replicazione



Alterazioni epigenetiche in cellule tumorali
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Yang et al., 2010
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5-azacytidine – meccanismo d’azione

35
Gnyszka et al., 2013
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5-azacytidine – applicazioni

36
Dimopoulos & Grønbæk, 2018 
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Nucleosidi analoghi
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Yang et al., 2010
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Overview
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Zagorac et al., 2016
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Effetti del trattamento con Zebularina
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Zagorac et al., 2016
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Attivazione del cluster miR-17-92
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Zagorac et al., 2016

Caso studio II

Basi dell’epigenetica

Metilazione del DNA 
e cancro

5-Azacitidina 
e analoghi

Dati sperimentali

Modello



Target di miR-17-92
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Zagorac et al., 2016
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Meccanismo di azione della Zebularina

42
Wong, 2019
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Casi studio III – plant biology research

RDS 3434 and RDS 3061 repurposing
for epigenetic studies in plant
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Un altro meccanismo epigenetico: PTM istoniche

44
Da Cell Signaling Technology, Whetstine, 2018
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Il codice istonico

45
Barth et al, 2010
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Polycomb Repressive Complex 2

46

Le proteine del gruppo Polycomb (PcG)

costituiscono un sistema di repressione

trascrizionale conservato in molti

eucarioti, come Drosophila, mammiferi e

piante.

PRC2 è composto da quattro subunità

principali, che in Drosophila sono

codificate da geni a copia singola.

In base alle combinazioni delle subunità,

in Arabidopsis sono stati descritti tre

complessi PRC2: EMF, VRN e FIS, che

hanno funzioni distinte sebbene

condividano alcuni geni bersaglio
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Derkacheva & Hennig, 2011



Metilazione istonica:
marker di repressione di PRC1 e PRC2
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PRC1 catalizza il trasferimento di 

un’ubiquitina sulla lisina 119 

dell'istone H2A (H2Aub), mentre 

PRC2 trimetila la lisina 27 

dell'istone H3 (H3K27me3).

Il marker H3K27me3 viene riconosciuto 

da PRC1 che stabilisce una repressione 

trascrizionale stabile mediante la 

monoubiquitinazione H2Aub. 

I complessi possono comunque funzionare 

indipendentemente svolgendo funzioni 

diverse, a seconda delle proteine 

interagenti e dei geni bersaglio
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Marchesi and Bagella, 2013



Mutanti PRC2
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In pianta, mutazioni di PRC2 risultano embrioletali...

WT

mea

Bouyer et al., 2011
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…oppure causa di sviluppo anomalo

Ciò ha ostacolato lo studio della funzione PRC2 negli anni

WT

fie

5 DAS 15 DAS 40 DAS

3 MONTH OLD

Bouyer et al., 2011
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PRC2 nella transizione dormienza-germinazione

50

La fine della dormienza richiede l'attività di PRC2 per reprimerne i principali regolatori. 

PRC2 è inoltre necessario per la repressione stabile dei geni embrionali. 

Disfunzioni di PRC2 consentono l’inizio dello sviluppo della plantula ma 

provocano una successiva reversione al programma di maturazione embrionle
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Mozgova, Köhler & Hennig, 2015



Gene onthology
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Bouyer et al., 2011
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Problematiche di studio
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Bouyer et al., 2011
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RDS3434: small-molecule per studiare PRC2 in 
Arabidopsis thaliana

53
Ruta et al., 2019

Analisi 

Molecolari

Analisi

Fenotipiche

 Dimostrare che il trattamento con 

RDS3434 determina una 

diminuzione del marker H3K27me3

 Dimostrare che RDS3434 è 

selettivamente attivo contro PRC2

 Dimostrare che il trattamento con 

RDS3434 determina un aumento 

specifico e dose-dipendente dei 

livelli di espressione dei geni 

bersaglio di PRC2, con una 

conseguente riduzione del marker 

H3K27me3 sui loci corrispondenti

 Dimostrare che l'inibizione di PRC2 

influisca sullo sviluppo di semi e 

plantule
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Testata in cellule U937



Elevata percentuale di identità del dominio 
catalitico EZH2 tra uomo e Arabidopsis

54
Ruta et al., 2019

https://www.ebi.ac.uk/Tools https://swissmodel.expasy.org/
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Il trattamento con RDS 3434 determina una 
diminuzione dose-dipendente di H3K27me3
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Ruta et al., 2019
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Nel mutante clf-29, i livelli di H3K27me3 sono 
ulteriormente ridotti dal trattamento con RDS 3434
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Ruta et al., 2019
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L'attività repressiva del marker epigenetico 
H3K27me3 è contrastata da H3K4me3

57

La trimetilazione della Lisina 4 dell'istone H3 è associata a geni trascritti 

attivamente ed è depositata dai complessi proteici Triyhorax (trxG)
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He, Huang & Xu, 2013



RDS 3434 è selettivamente attivo contro PRC2
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Ruta et al., 2019
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Il trattamento con RDS 3434 aumenta selettivamente 
il livello di espressione dei geni bersaglio PRC2

59
Ruta et al., 2019
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Il trattamento con RDS 3434 riduce i livelli di 
H3K27me3 sui loci target di PRC2 (ChIP)
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Ruta et al., 2019



La riduzione dei livelli del marker H3K27me3 
influisce sulla germinazione dei semi

61

Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale
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La riduzione dei livelli del marker H3K27me3 
influenza anche lo sviluppo delle radici (240µM)
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Ruta et al., 2019
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Steunou et al., 2014

Acetilazione istonica:
marker di attivazione trascrizionale

Acetil-CoA e NAD, metaboliti fondamentali nella modulazione del flusso 

metabolico cellulare, sono utilizzati come substrati o cofattori nelle 

reazioni catalizzate da HATs e HDACs, rispettivamente. L’acetilazione è 

dunque un processo strettamente correlato allo stato energetico cellulare 



Aumentare la disponibilità di molecole bioattive in pianta: 
studio di inibitori di acetiltransferasi istoniche
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Liew et al, 2013



Target complessi: effetti pleiotropici 
nei processi di sviluppo

65
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HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Deng et al, 2007;

Li et al., 2013

Li et al., 2014

In Arabidopsis cinque geni appartenenti alla categoria HAC: 

HAC1, HAC2, HAC4, HAC5 e HAC12

Accorciamento ipocotile 

e ipersensibiltà all’etilene

con effetti pleiotropici nei  

processi di sviluppo:

Periodo

fioritura ritardato 

Foglie piccole, scure, 

increspate e 

dentellate

Accorciamento 

silique

Accorciamento 

radice primaria



Problemi di ridondanza
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Li et al., 2013

Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



One does not simply
  study epigenetic regulators
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Risposta al fitormone etilene in plantula
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Tripla risposta etilene:

 Ridotto allungamento 

cellulare

 Espansione radiale

 Formazione uncino 

apicale

Schaller & Kieber, 2002



I mutanti hac risultano ipersensibili all’etilene
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Mutanti doppi e tripli delle hac sono stati studiati 

in relazione alla loro ipersensibilità all'etilene nel 

processo di allungamento dell'ipocotile

In presenza di ACC (precursore 

dell'etilene) i doppi mutanti hac 

ipocotile sono più corti rispetto al WT

Li et al., 2013



Un approccio di genetica chimica 
per fenocopiare i mutanti hac
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Longo et al., 2022

Control Increasing inhibitor concentrations



Buona percentuale di identità del del sito catalitico di 
P300/HAC tra uomo e pianta
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Conservazione sito catalitico HAC1
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Vengono evidenziati i residui più importanti da un punto 

di vista funzionale e strutturale. Da notare che sono gli 

stessi con cui l’inibitore entra maggiormente a contatto

La sequenza amminoacidica del dominio catalitico della proteina 

HAC1 è stata analizzata mediante l’utilizzo del server ConSurf



Interazioni proteina – small-molecule
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

2.5 Å:

Prolina-191, Lisina-195, Leucina-196, 

Glutammato-198, Triptofano-199 

3.5 Å: 

Leucina-124 e Serina-126

Identificazione della conformazione bioattiva del 

ligando attraverso l’esplorazione in silico delle 

conformazioni energeticamente favorevoli che 

può assumere nell’interazione con il bersaglio



Lead compound e primo screening
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Il trattamento chimico causa fenotipi più forti 
rispetto ai mutanti hac in presenza di ACC
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Il trattamento con gli inibitori influisce sull'espressione 
dei geni bersaglio delle HAC
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



I mutanti hac regolano mutualmente 
la loro espressione: effetto compensazione
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Saggio di acetilazione in vitro
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Challenges del drug repurposing
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale

Necessità di ampie librerie:

Non troverai un farmaco efficace 

con un solo tentativo...

… ma allo stesso tempo gli 

screening fenotipici 

richiedono denaro e tempo

Poiché si utilizzano molecole 

progettate per altri target, sono 

necessarie saggi biochimici a 

supporto dell'efficacia e della 

specificità delle molecole



Workflow e design sperimentale in pianta
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Molecole disponibili 
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Molecole disponibili
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Caso studio III

HMT: Polycomb 
repressive complex II

RDS3434: Dati 
sperimentali

HAT: p300/CBP 
in plants

RDS3061: Dati 
sperimentali

Challenges e 
design sperimentale



Ricapitoliamo i punti principali:
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Conclusioni

Sebbene il numero di small-molecules sia continuamente in aumento, le molecole 

testate e approvate sono una frazione esigua. Approcci di drug repurposing 

possono dare nuova luce a composti scartati, permettendo di risparmiare risorse.

Strategie di genetica chimica, sia phenotype-based (forward) che target-based 

(reverse), risultano di estremo di interesse dalla ricerca applicativa a quella di 

base, fornendo un approccio alternativo e complementare alla genetica classica. 

Strategie di drug repurposing permettono inoltre di sfruttare la gigantesca 

disponibilità di molecole prodotte in campi molto finanziati, come la ricerca contro 

il cancro, in altri campi di ricerca mediante HTS e analisi preliminari in silico.

Research goes slowly: screening per identificare composti bioattivi in organismi diversi da quelli 

inizialmente target sono lunghi e dispendiosi. Normalmente le librerie testate contengono 

(decine di) migliaia di molecole, di cui solo una minima frazione viene ammessa a test successivi.
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