
C.I. DRUG DESIGN

MECCANISMI MOLECOLARI E CELLULARI 
NEL DRUG DESIGN

Enrico Dainese

Facoltà di Bioscienze e Tecnologie Agroalimentari e Ambientali

University of Teramo



MECCANISMI MOLECOLARI E CELLULARI NEL DRUG DESIGN

Lo studente apprenderà le principali metodiche di produzione 
purificazione di proteine e complessi di macromolecole biologiche 
necessarie allo studio di composti bioattivi da usare per lo sviluppo di 
farmaci. Verranno trasferite le basi teoriche e pratiche per le analisi 
necessarie nelle fasi preclinica di safety and efficacy. Al termine del corso 
lo studente avrà appreso gli aspetti teorici e pratici relativi alle 
simulazioni molecolari e ai modelli sperimentali cellulari nella fase 
preclinica di sviluppo di farmaci. In particolare, lo studente conoscerà le 
basi di diversi metodi computazionali (incluso il docking molecolare e la 
Dinamica Molecolare), e la loro integrazione per la progettazione o 
selezione di composti bioattivi. Infine, lo studente apprenderà come 
pianificare ed allestire esperimenti virtuali ed eseguire calcoli con 
software open-source per le simulazioni biomolecolari.



MECCANISMI MOLECOLARI E CELLULARI NEL DRUG DESIGN

Nel drug design siamo interessati all'efficacia e alla sicurezza di nuovi 
farmaci e nuovi mezzi per decifrare questi aspetti. Pertanto, utilizziamo 
tecniche avanzate di imaging e screening ad alto rendimento accanto ad 
approcci computazionali come la bioinformatica.



«Terza Missione» delle università e degli enti di ricerca

Il decreto legislativo 19/2012, che definisce i principi del sistema di 
Autovalutazione, Valutazione Periodica e Accreditamento, e 
successivamente il DM 47/2013, che identifica gli indicatori e i parametri 
di valutazione periodica della ricerca e della terza missione (allegato E), 
hanno riconosciuto a tutti gli effetti la terza missione come una missione 
istituzionale delle università, accanto alle missioni tradizionali di 
insegnamento e ricerca.

La finalità è di avere un data-base standardizzato e comparabile su tutti i 
95 atenei italiani con informazioni sia in riferimento all’attività di 
valorizzazione della ricerca (brevetti, spin-off, contratti conto-terzi e 
convenzioni, intermediari) che all’attività di produzione di beni pubblici 
sociali e culturali (public engagement, patrimonio culturale, formazione 
continua, sperimentazione clinica).



La terza missione dei docenti



Risvolti occupazionali nell’industria
Oggi è necessario ammettere che ci troviamo in una situazione di saturazione del 
mercato occupazionale, in particolar modo per i profili della ricerca

Occorre quindi differenziare i propri CV acquisendo nuove competenze e capacità 
in aree che possono essere approfondite in base a percorsi di crescita individuale 
secondo le proprie inclinazioni e passioni

da SCIENZIATI a…       esperti di …. 

business

proprietà intellettuale

technology transfer

comunicazione scientifica
marketing



Le imprese di piccole dimensioni rappresentano la 
maggioranza nel biotech

ANALISI PER DIMENSIONE

Imprese biotech totali

• 77% piccole & micro
• 12% medie
• 11%  grandi

Imprese pure biotech

• 88% piccole & micro
• 8% medie
• 4%  grandi



Analisi per origine e per settore di applicazione

Imprese biotech totali

ANALISI PER ORIGINE ANALISI PER  SETTORE
DI APPLICAZIONE



Glossario

Imprese Red
Biotech
Imprese che operano nel settore della salute dell’uomo e degli animali, 
utilizzando moderni metodi biotecnologici per lo sviluppo di prodotti per la cura e 
la prevenzione delle malattie (farmaci, nuove terapie, vaccini, sistemi 
diagnostici).
Imprese Green
Biotech
Imprese che operano nel settore agroalimentare, utilizzando moderni metodi 
biotecnologici per la produzione di piante e colture vegetali per applicazioni in 
campo alimentare, chimico, produttivo, così come nel pharming molecolare e 
nello sviluppo di test per la rilevazione di ingredienti e contaminanti nei prodotti 
alimentari.
Imprese White
Biotech
Imprese che operano nel settore delle biotecnologie industriali, utilizzando 
moderni metodi biotecnologici per la produzione e trasformazione di prodotti 
chimici, biomasse, materiali e carburanti, incluse le tecnologie di bioremediation 
ambientale.

Imprese Multi-business
Imprese che operano in almeno due dei settori di 
applicazione sopra citati.



Distribuzione geografica imprese biotech Localizzazione geografica PST e imprese pure biotech di 
micro e piccola dimensione - settore red biotech

Distribuzione geografica

Le imprese biotech sono concentrate nel Nord e nel Centro Italia



Il red biotech traina l’intero comparto

• Imprese
• Addetti R&S
• Fatturato biotech
• Investimenti in R&S
 

241
5.217

6.662 mln €
1.382 mln €

145
1.416

1.174 mln €
366 mln €

Imprese totali Pure Biotech



Imprese biotech: analisi per dimensione

10%• Quasi l’80% delle biotech
italiane sono micro o 
piccole imprese

11%

17%

• Questa percentuale è
ancora più elevata nei

62%

settori Green e White

Centro Studi Assobiotec©



Biotecnologie per la salute

• Tra le imprese che operano nel settore delle biotecnologie applicate alla 
salute, che sono 344, rappresentando circa la metà delle imprese biotech 
italiane (49%).

•  Il comparto salute genera una quota preponderante del fatturato, 
corrispondente a oltre 9 miliardi (75% del totale) determina la maggior parte 
degli investimenti complessivi in R&S (91%) ed occupa oltre il 75% degli 
addetti alla R&S biotech in Italia.

• Le imprese dedicate alla R&S biotech ovvero che impegnano il 75% o più dei 
propri costi di ricerca intra-muros in attività biotech, sono 208, di cui il 92% è 
a capitale italiano: un dato che evidenzia come le biotecnologie abbiano 
aperto importanti opportunità nella fase della ricerca early-stage all’interno 
della filiera farmaceutica.

Di rilievo anche l’attenzione per i prodotti diagnostici: nel complesso delle 
imprese biotech italiane, ben 199 sviluppano prodotti e servizi diagnostici per la 
salute umana.



Le principali aree terapeutiche

L’Italia ospita una delle popolazioni più 
vecchie del mondo, perciò risulta una 
realtà sempre più interessante per le 
imprese che intendono sviluppare e 
sperimentare in clinica nuovi farmaci per la 
cura delle patologie age-related



Analisi dei progetti per tipologia e fase di sviluppo
Il 45% circa dei progetti della pipeline (fase di discovery inclusa) è costituto 
da biofarmaci, che comprendono, per definizione, gli anticorpi monoclonali,
le proteine ricombinanti e i prodotti per terapie avanzate (terapia cellulare,
terapia genica e medicina rigenerativa).

% di biofarmaci nelle diverse fasi di sviluppo

Dal 2014 a oggi, i biofarmaci sono passati dal 36% al 60%

Centro Studi Assobiotec©



Parchi Scientifici e Tecnologici e incubatori

Centro Studi Assobiotec©



Pure biotech italiane: localizzazione

Le pure biotech italiane sono
localizzate:
•
•

presso
presso 
ricerca

PST o incubatori (47%)
università o centri di
(25%)

• sede autonoma (28%)

I PST sono quindi autentici poli di
aggregazione tra ricerca, imprese
e capitale, consentendo alle micro 
e piccole imprese di accedere a
un network di eccellenza e a
un’ampia gamma di servizi
particolarmente utili nelle fasi
iniziali del loro sviluppo

Centro Studi Assobiotec©



Il sostegno all’innovazione

•E’ stata avviata una politica economica volta a fare dell’innovazione la 
chiave della competitività nostro sistema industriale. Tra le misure adottate:

-

-

-

il riconoscimento dello status di Start up innovativa

l’introduzione di un Credito d’imposta sulla ricerca

l’adozione di un regime di
proprietà intellettuale (Patent

il riconoscimento dello status

tassazione agevolata
Box)

di PMI innovativa

sui redditi da

-



Innovazione: per una crescita più sostenibile

ü Sono sempre più numerose le aziende che, pur operando in settori “tradizionali”, 
integrano prodotti e tecnologie biotech nei propri processi produttivi, al fine di 
migliorarne la qualità e la resa, e di diminuirne l’impatto ambientale

ü Nessun processo produttivo risulta, infatti, meno invasivo sull’ambiente di quello 
dei processi naturali dai quali, non a caso, le biotecnologie originano

ü La bioeconomia è la sfida che l’Europa sta raccogliendo per l’affermazione di un 
nuovo modello di sviluppo sostenibile, in grado di generare valore e occupazione

ü Le biotecnologie rientrano a pieno titolo nelle cosiddette KET (Key Enabling
Technologies), come dichiarato dalla Commissione Europea



Ricerca
Pre-clinica

Fasi II- IIIFase I Valutazione
Regolatoria

Farmaco in 
commercio

Tempo
(media in anni)

Il processo di Ricerca & Sviluppo dei farmaci

3                   1,5                     2,7                              1            Totale: 8,2 anni 

2-5 MEUR 2 - 10 MEUR 1-3 MEUR400-700 MEUR



Fallimento e successo: 5 su 1.000 !
Per ogni 1.000 molecole 
identificate, solo 5 
arrivano alla valutazione 
clinica.

Di queste cinque, solo 
una viene approvata per 
l’utilizzo da parte dei 
pazienti.

In media occorrono 8-9 
anni  dalla sintesi di una 
molecola in laboratorio 
alla sua approvazione 
regolatoria.

Pharmaceutical Research and Manufacturers 
of America (PhRMA),  aprile 2002
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Functional 
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Red biotechnologies and drug design



• A cell is an organization of millions of molecules

• Proper communication between these molecules 
is essential to the normal functioning of the cell 

• To understand communication:
*Determine the Arrangement of Atoms*

Organ ® Tissue ® Cell ® Molecule ® Atoms

High Resolution Structural Biology



Determine atomic structure
Analyze why molecules interact

High Resolution Structural Biology



Protein-Protein Interaction (PPI)

Information stored in specific PPIs databases 
that can be used for:

1) Prediction of interacting sites of proteins 
and design of specific interacting molecules;

2) Reliability Assessment of Protein-Protein 
Interactions;

3) Establishment of interaction networks for 
specific collections of proteins, and involved 
with pathological/physiological processing.



Anti-tumor activity

The Reward: Understanding®Control

Shape

Atomic interactions



Models

Structural Biology

DATA BASE 3D 
Structures
Protein Data Bank

SEQUENCE
(gene or protein) Validation 

X-ray crystallography
 NMR

SAXS Ab initio models
Homology models

Experimental approaches

MOLECULAR 
DOCKING

DRUG
DESIGN

Activity assays

In silico approaches

Cryo-EM 



“Ligand Based” Approach

• Disegno razionale di farmaci

• Chimica computazionale QSAR (Quantitative Structure Activity
Relationships). Studio della correlazione statistica tra una
proprietà fisica o molecolare calcolabile con alcune specifiche
attività biologiche (programmi HyperChem, Sybyl).

• Una volta definiti dei parametri QSAR validi, è possibile predire
l’attività biologica di un numero elevato di composti correlati
prima di passare alla fase sperimentale che spesso richiede
tempi lunghi ed è costosa.



«TARGET BASED DRUG DESIGN» 

üPROBLEMI

Esempio à Valutare una libreria di pentapeptidi. 

20 aminocidi abbiamo:
205= 3,200,000 peptidi

ØNon possono essere tenuti in considerazione tutti i fenomeni che
avvengono in soluzione. I calcoli possono richiedere molto tempo.
Bisogna introdurre approssimazioni.
ØIl più grande errore che si può commettere nell’analisi
computazionale è quello di assumere che ogni numero calcolato sia
esatto!!



Additional experimental approaches

- Label Transfer Protein Interaction Analysis 
(FRET-HTRF-BRET-FCS)

- Co-immunoprecipitation (co-IP)
- Pull-Down Assay
- Crosslinking Protein Interaction Analysis
- Far-Western Blot Analysis
- Label free SPR technologyh



A drug's potency is dependent on the drug's affinity and efficacy.

Affinity
Affinity describes how well a drug can bind to a protein (i.e. receptor, enzyme, 
ecc.). Faster or stronger binding is represented by a higher affinity, or 
equivalently a lower dissociation constant.

The EC50 should not be confused with the affinity constant, Kd. While the 
former reflects the drug concentration needed for a level of tissue response, 
the latter reflects the drug concentration needed for an amount of receptor 
binding.
Efficacy

Efficacy is the relationship between receptor occupancy and the ability to 
initiate a response at the molecular, cellular, tissue or system level.

Relationships between affinity and efficacy

https://en.wikipedia.org/wiki/Dissociation_constant
https://en.wikipedia.org/wiki/Intrinsic_activity
https://en.wikipedia.org/wiki/Dissociation_constant
https://en.wikipedia.org/wiki/Intrinsic_activity


The affinity of a drug for a molecular target is considered to be, along 
with its pharmacokinetic and metabolic profile, a primary determinant of 
therapeutic effectiveness. 

For this reason, the affinity-related properties of new molecules – such as 
dissociation constants for receptor ligands or inhibition constants for 
enzyme inhibitors – play a key role in the selection of candidates for 
further development in the early stages of drug discovery.

It has recently emerged that drug binding kinetics (i.e. kon and koff of 
interaction), which is directly related to the length of time a drug spends 
in contact with its target, may be at least as important as the binding 
affinity. 

Relationship of affinity and efficacy



EXPLORING THE ROLE OF STRUCTURE-KINETICS RELATIONSHIPS IN DRUG DISCOVERY



To develop in vitro binding kinetic assays for studying the interaction between 
protein targets (soluble and membrane-bound) and drug candidates, with
the throughput and timescales required for drug discovery projects. 

Use different SPR platforms (e.g. Biacore and SensíQ-Pioneer) for validation. 
Kinetic profiles and affinity analysis by “faststep” injections will be developed 
and optimized specifically for membrane-associated proteins. 

Cell-based SPR technologies for investigating the role of diffusion kinetics in drug-
protein interactions. This technology could greatly accelerate the throughput of 
SPR based screening using membrane proteins (ALPHA screen). 

Use of Multimode Plate Readers. By optimizing these novel HTS assays, we
Are able to analyze many biological interactions in solution, including those with 
low affinity. We are also able to study membrane enzymes and/or receptor-ligand 
interactions. 

Experiments across multiple cellular backgrounds to optimize and develop HTS 
methods based on the availability of fluorescence biosensors. 

The study and integration of kinetics in the drug discovery process could thus be 
moved to the next level.

Kinetics and assay technology in drug design





Metodologie biochimiche e biomolecolari. Strumenti e tecniche per il laboratorio 
del nuovo millennio, Zanichelli Editore 2019 .
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Can be selected with following options:
§ Absorbance 
§ Fluorescence 
§ TRF, TR-FRET 
§ Ultra sensitive Luminescence
§ AlphaScreen
§ Temperature control
§ Equipped with automatic workstation

Incorporates SPR label-free technology for 
biochemical and cell-based assays

EnSpire Multimode Plate Reader for binding measurements by FRET and Label Free technology



ENSPIRE ALPHA 2390 MULTILABEL 
READER:
ENSPIRE ALPHA reader is equipped with 
modular dispense technology arm, and an 
EnSpire Multimode Plate Reader. 
It will be employed for cell signaling 
assays (detection of cAMP, phospo-protein, 
etc.)

A biotinylated antibody to the analyte 
binds to the streptavidin-coated donor 
beads and a second antibody to the 
analyte is directly conjugated to AlphaLISA
acceptor beads. In the presence of the 
analyte, the two beads come into close 
proximity. The excitation of the donor 
beads at 680 nm generates singlet oxygen 
molecules that trigger a series of chemical 
reactions in the acceptor beads resulting 
in a sharp peak of light emission at 615 



Old approaches: Radioligand binding assay

§ Fixed concentration of radiolabeled ligand
§ Measures of how well a compound competes with the radioligand
§ Indicates that the studied molecule is utilizing the same binding pocket 

within the target protein





Label-free captures information in a single assay

Cell

Broadband
Source

Reflected
wavelength

Surface
Waveguide
Substrate

Mass 
Redistribution

Dynamic mass redistribution (DMR) 
within a cell causes index of 
refraction changes, resulting in a 
wavelength shift

Cell-Based Assays

Broadband
Source

Reflected
wavelength

Surface
Waveguide
Substrate

Biochemical Assays

Binding
Protein

Biochemical binding events cause 
index of refraction changes, 
resulting in a wavelength shift



Biochemical Label-free Microplates For Binding Measurements

384-well format

Have a self reference pad within the sensor

Pre-activated amine coupling chemistry for covalent immobilization of targets

Body

Split 
Grating 
Sensor





Biochemical Label-free Microplates For Binding Measurements

Measures changes in index of refraction upon a binding event

Change in index manifested by a shift in resonant wavelength (SPR)

Sensitive to the first ~150 nm from the sensor surface

Patented Dual-Sensor 
Self-Referencing Technology

Single split sensor within well

Non-Binding 
Surface

(reference)

Binding
Surface
(sample)

well bottom

Binding Signal = Sample – Reference

Y YY Y Y Y Y

Broadband
Source

Reflected
wavelength

substrate

waveguide

chemistry
Target

Analyte



Genetically Modified (Engineered) Cell

Gaq Gai Gas

Ca2+

Release
cAMP

Reduction
cAMP

Production

Ca2+ Flux
Assay

cAMP (-)
Assay

cAMP (+)
Assay

promiscuous 
coupling Ga16

Conventional Secondary Pathway Assay

Primary or Stem Cell

Gaq Gai Gas

Ca2+

Release
cAMP

Reduction
cAMP

Production

Label-free Assay

EnSpire Cellular Assay

Label-free captures information in a single cellular assay



Label-free captures information in a single cellular assay

§ non-invasive / live cell assay format
§ produce better physiologically and biologically relevant data
§ Conventional techniques will help to further investigate and 

deconvolute label-free responses


