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Classi di Antibiotici in Uso Terapeutico
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Vancomycin come esempio




Frequency

2500

MW Distribution of Known Microbial
Products
(> 31000 molecules)

2000

1500

1000 -

500

100%

90%

] 80%

I 70%

m 60%

I 50%

7 40%

I I 30%

20%

r 10%

= ™ 0%
o oo s W A OO D P NN ®®®©® S S o4 s s s s s oa s N
T383g38a8§ 5333723333 A2 NRNRREERNDDNNDDO s BN
56023833883 8888383388338 gasausdsdsadadascadasddsa
© 3 2NN DG EO D DNNNDROE PP
R ] 2 22223 RELBLLLL L L LL L L L L L L L L L L LT Y
© 8 v 8o 6 86808680883V RNRIRIEEIADD ISR O BB
ESroX0 Lok o 3238023833
© 603 6E0ObBoB66066o03b38

Molecular Weight intervals

Nature Rev 6 29-40 (2007)

€ CNS

H Quinolones

O sulphonamides

Q Tetracyclines

O B-lactams
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The chemical diversity of antibacterials is different to other drugs.
A plot of calculated logP and molecular mass of marketed drugs for central nervous
system disorders compared with marketed antibacterial classes. CNS drugs (similar
observations for other mammalian target classes; data not shown) closely follow Lipinski's
rule of five. Antibacterial molecules are on average more hydrophilic and slightly larger.




Distribution by classes of producers
(20.200 bioactive secondary metabolites)

Filamentous fungi 34% Other bacteria 18%

Actinomycetes 48%

Source: Vicuron database ABL (2004)

Streptomyces coelicolor

Aerial
mycelium

Substrate
mycelium

In colore bianco : le ife in fase di lisi




The life cycle of Streplomyces coelicolor A 3(2)

K. F. Chater, E. Takano and N. J. Ryding
Johin Innes Centre, Norwich, UK
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Tipico Time Course in Ferm. di Metaboliti Secondari
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Secondary metabolites are compounds
that the microorganism can synthesize
but are not essential for metabolic
processes such as growth and
reproduction.

Bu’lock (1961)

GENOMA dello Streptomyces avermitilis
Produttore di lvermectin
Cromosoma lineare (piu un plasmide lineare)
Dimensioni: 9 025 608 coppie di basi

Contenuto in G + C: 70,7%

Sequenze codificanti: 7 574

| geni essenziali localizzati nella regione centrale (6,5 megabasi)

Ca 1000 geni specifici di S. avermitilis nelle zone subtelomeriche.
- geni per il trasporto transmembrana
- geniregolatori a due componenti
- trasposoni
- metaboliti secondari, esoenzimi

30 cluster di geni (6,6% del genoma) metabolismo secondario




Piastra di un campione di suolo su terreno
privo di agenti di selezione

L’attivita di un antibiotico vene valutata
determinando la MIC (Minimal Inhibitory Concentration)
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Gli Antibiotics sono tossici per i patogeni
in modo selettivo
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ANTIBIOTICI - DEFINIZIONE

Gli antibiotici sono sostanze organiche di
peso molecolare non elevato, prodotte da
microrganismi, che a bassa concentrazione
inibiscono la crescita di altri microrganismi
(e risultano tollerati dalle cellule dell’'ospite)




Lo Screening come Processo di Discovery

[Banca di Estratti _

l Nuova Molecola

l Sviluppo (processo e prodotto)

l Nuovo Prodotto

HTS = High Throughput Screening

Schema di riferimento

Soluzione di un Problema Medico

|

Infezione Farmacocinetica &
distribuzione

I Spettro di attivita sui

Patogeni suscettibili patogeni responsabili
dell’infezione

I Selettivita e

Bersaglio Molecolare Innovazione




R&D
Research & Develoment

Ricerca Sviluppo
di Sviluppo
PROCESSO di
Una attivita PRODOTTO

Chi vi‘opera Nel caso di un

Leaeder antibiotico:
® |l Paziente
® |l Medico

® || Sistema sanitario

Chi ne gode i benefici

Innovazione

Un Risultato

e
Leader

Major Nosocomial Pathogens
of the 20th Century

Streptococci
Staphylococci

Gram-Negative Rods

Coagulase-negative
Satphylococci

Candida sp.

2000
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[ Host Pathogens

Sensitivity & Resistance
to Antibiotics

L’Area Terapeutica Anti-Infettiva *

Pazienti compromessi

Uso Intenso Antibiotici - Ceppi multi-Res.
Via somministrazione: Parenterale
Medico specialista

Ospedale

Intera Popolazione
ioni tipiche della situazione socio-

a somministrazione preferita: Orale
Medico di Base

* Nei paesi sviluppati

11



Il caso Rifamicine

Dalla Scoperta al Prodotto
Dal Prodotto alla Terapia Primaria

Sviluppo di nuove Applicazioni

Il caso Rifamicine

La Lepetit era una azienda
farmaceutica nata dalla
Ledoga (produttore di
tannini estratti dal legno di
castagno)

Nel primo dopoguerra
aveva iniziato a produrre
per fermentazione la
tetraciclina

LEPETIT FAR
MILAND - Via La

Negli anni 50 iniziarono a 7

ricercare nuovi antibiotici
Nei laboratori di Milano

L%Jwtvﬂb(%ﬁ/lﬂ%ﬂb/{fq/




Il processo di screening adottato
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Salvataggio Ceppo associato
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v Preparazione
del “Grezzo” Efflocama
Fermentazione ln vivo

4 Litri

##

Isolato un ceppo Amycolatopsis mediterranei da un campione di terra
raccolto in Costa Azzurra

Individuati nel brodo 5 molecole attive: Rifamicina A, B,C,De E

¢ La Rifamicina B era la piu facile da isolare
® Le altre molecole erano attive sui Patogeni ma erano instabili e
¢ difficili da caratterizzare

JEANSERVAIS
CARL MOHNER
ROBERT MANUEL
o

Il nome Rifamicina deriva dal
film sul ladro Rififi che la
polizia

non riusciva mai a catturare




Due scoperte casuali e determinanti

v In presenza di 2 g/litro di barbital, Rifamicina B veniva

prodotta selettivamente e con rese migliori

v L’attivita di soluzioni di Rifamicina B aumentava con il tempo.

Indicazione di trasformazioni chimiche.

Rifamycin SV

Rifamycin S

PATENT SPECIFICATION

Patents Act 1949):; Tuly 30, 1959
Application Date: August 12, 1958,
Application Date: December 19, 1958,

P

Index at Acceptance:—Classes 2(3), AA(I1B:1C1 A:1CIB:1CIC:1C2A:2A3); and 81(1),
B

(1H:1R2:18:2H:2R2:28).
International Classification:—C12d, A61k,
COMPLETE SPECIFICATION
DRAWINGS ATTACHED

The Antibiotic Rifomycin, its Components and Methods of Preparing Same

MIC (ug/ml)

877,732

Inventors: PIERO SENST and PINHAS MARGALITH
Date of filing Complete Specification (under Section 3(3) of the

No. 25905/58
No. 41004/58
Complete Specification: Published: September 20, 1961

Strain Rifamycin Rifamycin
B Complex
Streptococcus pyogenes 0,025 0,01
Staphylococcus aureus 0,1 0,025
Mycobacterium tuberculosis 0,05 2
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La rifamicina SV é stato il primo antibiotico

portato in clinica con il nome

RIFOCIN

Elevata attivita sui patogeni

Rapidamente escreto via
ciclo enteroepatico

I ridotti livelli nel siero e nei
tessuti ne limitano
I'impiego
Alta conc. nella bile e
efficacia nelle infezioni

1}

delle vie biliari

Metaboliti microbici bio-attivi:
Tipico percorso dalla scoperta all’utilizzo

jusied buidg
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Drug
Serum
Vo~ - _®
Gastrointestinal Tissues
Tract ’
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Metabolism
Excretion
Discovery
Derivati
Semisintesi

— Decslone

Avvio Sviluppo
Decisione
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Processo Prodotto
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La struttura della

Funzioni essenziali Rifamicina
per l’attivita (Classe Ansamicine)

(O carbon
© Oxygen
© MNitogen
O Hydrogen

Essenziale
>_ mantenere la
conformazione
dell’ansa

Funzioni essenziali
per 'attivita

Conferma dai Raggi X del complex Rifa : RNApol

H406 D396
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La sintesi della Rifampicina

Activity of Rifampicin against common pathogenic bacteria

Strain MIC {pg/ml)
mEapl. aureus 0008006
mirep. pyoagenss 0.03-0.1
mErep. PRELMARIAS 0.06—4
Ent. faecaliz 1-4
M. tubereulosic 0.1-1
N, gonarrkeae 0.06-0.5
AN meningitidis 0.01-05
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Rifampicina
Conc di antibiotico nel siero dopo somministrazione per OS
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Resistenza alla Rifampicina Il problema

Le regioni RifaR nella subunita B della RNApol della resistenza

(Grigio) Regioni (Rosso)
conservate Mutazioni RifaR
Pro-Eukariotes
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Cell (2001) 104 901-912
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LY

Il problema della resistenza & stato risolto somministrando
Rifampicina in ASSOCIAZIONE con altri farmaci non correlati

In assenza di Cross- Resistenza tra gli antibiotici usati in associazione,
le mutazioni R ad un antibiotico vengono eliminate dall’altro

Rifamate Rifampin + Isoniazid

La terapia necessita di appropriati livelli di ambedue gli antibiotici
nel sito dell’infezione

HC o . ..
Y leamlc_lne
° per la terapia della
HeTe Tubercolosi
Rifampicina
Il farmaco piu
utilizzato
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CH

Rifapentina Rifabutina CH,
Livelli prolungati

L X Migliore attivita M. avium complex
Migliore Compliance

Indicato inpazienti con HIV
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Pharmacokinetic parameters of Rifampicin and of Rifapentine

Rifampicin Rifapentine

(300 mg oral) (600 mg oral)
C max 4 pg/ml 12 pg/ml
T max 2h 5h
T1/2 25h 13 h
Plasma protein binding 80 % 97 %

Problematica della Resistenza

La resistenza emerge facilmente (Mutazioni Puntiformi)
ma
I microorganismi mutano verso la forma sensibile quando
cessa la somministrazione dell’antibiotico

Questo Meccanismo di Resistenza non é trasferibile

~

[ Le autorita sanitarie tendevano a limitare I'uso di farmaci
alla Tubercolosi

Razionale: Prevenire problemi di Resistenza in pazienti
ignari di avere la tubercolosi e trattati con I’antibiotico per

K altre infezioni j
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Rifaximin

Poorly absorbed from the gastro-intestinal tract

v' 90 % in the gut
v Less than 0.2 % in the liver and kidney
v’ Less than 0.01% in other tissues

Indications: \

Distressed bowel disease
Travel diarrhea

Diverticulitis

Infections caused by C. difficile

Hepatic encephalopathy

e )

Topical treatment of bacterial vaginitis,/

UK Statistic: Clostridium difficile-Related Deaths

Number of deaths
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m Underlying cause B Mentions

Death certificates mentioning C. difficile and recording C. difficile as
the underlying cause of death
Source: UK Office of national Statistics
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Nomi Commerciali della Rifaximina

Rifaximin,
Rifacol Salix Pharmaceuticals, Ltd

Xifaxan XIFAXAN
Normix

Fatroximin 79.9 $m Vendite USA 2008
Rifaxidin
Ritacol

Xifaxsan
Flonorm

. ~

Lumenax =10
RedActiv ) W
f v

gil‘aun = ‘
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