RELAZIONE DELLA DR. SOFIA CARETTO SULL’ATTIVITA’ SVOLTA PRESSO IL CNAP, DEPARTMENT OF BIOLOGY, UNIVERSITY OF YORK, UK
Durante il periodo trascorso presso il CNAP (Centre for Novel Agricultural Products) Department of Biology, University of York, la Dr. Caretto ha condotto ricerche riguardanti la produzione biotecnologica di artemisinina da Artemisia annua, collaborando, in particolare, con la Dr. Deborah Rathbone (leader del gruppo “Biologia molecolare”) e con il Dr. Tony Larson  (leader del gruppo “Caratterizzazione metabolica”).
L’artemisinina è molecola ad elevata attività antimalarica. Si ottiene per estrazione, dalla specie vegetale Artemisia annua L., pianta erbacea annuale appartenente alla famiglia delle asteraceae autoctona dell’Asia, molto conosciuta ed utilizzata in Cina con il nome tradizionale di “qinghao”. L’artemisinina è strutturalmente un sesquiterpene ciclico che viene sintetizzato in vivo nella pianta attraverso la via dell’acido mevalonico. La produzione di principio attivo, in piante spontanee, è mediamente piuttosto bassa, stimata all’incirca fra lo 0.01-0.4%. D’altra parte, la sintesi chimica dell’artemisinina risulta complessa, con bassa efficienza ed alti costi. Per questo motivo, sarebbe auspicabile aumentare la produzione di questo farmaco dai tessuti della pianta e così consentire l’abbassamento dei costi. 
Recentemente, la coltivazione di A. annua è stata proposta per la riconversione produttiva di zone della regione Puglia, attualmente destinate alla coltivazione del tabacco. Nell’ambito di questo programma, presso il CNR-ISPA di Lecce, è attualmente in corso la ricerca che prevede  l’allestimento di colture di cellule e tessuti in vitro di A. annua, sia per la produzione biotecnologica in vitro di artemisinina che come base per la micropropagazione di genotipi di interesse. Durante il soggiorno presso l’Università di York è stato possibile effettuare sia analisi chimiche, per la rilevazione di artemisinina ed altri metaboliti, sia analisi molecolari, per studiare l’espressione di geni coinvolti nella via biosintetica dell’artemisinina, su alcuni di questi tessuti in vitro coltivati su diversi terreni contenenti concentrazioni variabili di fitormoni. Il laboratorio ospitante è attualmente impegnato in un grosso progetto che riguarda l’ottenimento di nuove varietà di Artemisia con  elevata resa di artemisinina. Per questo, sono stati messi a punto sistemi rapidi di caratterizzazione sia chimica  che genetica  per l’analisi di migliaia di piante ottenute da semi precedentemente trattati. 

Attività sperimentale 

Sfruttando le metodiche disponibili presso il CNAP, i tessuti in vitro sono stati sottoposti a diverse analisi.
1. Estrazione ed analisi di artemisinina ed altri metaboliti precursori 

Campioni di tessuti di Artemisia annua coltivati in vitro e liofilizzati sono stati sottoposti sia a semplice estrazione con solvente sia ad estrazione più profonda utilizzando il sistema “bead mill” che permette la completa lisi dei tessuti mediante biglie di acciaio ed il completo recupero dei metaboliti. In entrambi i casi veniva utilizzato il cloroformio come solvente. L’estratto veniva analizzato mediante la nuova tecnologia Ultra Performance Liquid Cromatography  accoppiata alla spettrometria di Massa (UPLC-MS), che consente di analizzare metaboliti da matrici biologiche  con un notevole incremento della sensibilità ed un abbattimento dei tempi di analisi, che risultano sino a 10 volte inferiori rispetto ai metodi tradizionali. 
I risultati hanno permesso di tracciare il profilo dei metaboliti presenti nelle plantule in vitro quantificando la presenza di artemisinina e di altri metaboliti, quali acido artemisinico e diidroartemisinico. Diversamente, non è stata rilevata presenza di tali metaboliti nei calli analizzati, indicando la necessità di ulteriore studio in vitro per l’elicitazione della biosintesi dell’artemisinina in questi tessuti.
2. Estrazione di RNA ed analisi RT-PCR
Campioni di calli di A. annua, coltivati su diversi terreni contenenti concentrazioni variabili di fitormoni, sono stati sottoposti ad estrazione di RNA ed analisi RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) per studiare l’espressione di alcuni geni coinvolti nella via biosintetica dell’artemisinina. Allo scopo sono stati utilizzati  primer opportuni disponibili presso il laboratorio ospitante disegnati sulle sequenze di geni codificanti per enzimi quali: amorfadiene sintasi, squalene sintasi e monoterpene sintasi. Un gene costitutivamente espresso, codificante l’ubiquitina, veniva utilizzato come controllo. L’analisi ha permesso di ottenere un preliminare profilo di espressione di questi geni nei campioni analizzati e verificare le potenzialità biosintetitiche di questi tessuti. 
Colloqui di lavoro e collaborazione scientifica
Insieme al lavoro sperimentale, durante il soggiorno a York, la Dr. Caretto ha avuto la possibilità di conoscere e discutere i vari aspetti del Progetto Artemisia in corso presso il CNAP, attraverso colloqui con i responsabili delle diverse unità, dalla caratterizzazione fenotipica alla biologia molecolare alla genetica. Di particolare interesse ed utilità è stata la conoscenza della struttura e dell’organizzazione del Progetto nella interazione funzionale delle diverse unità di ricerca. 

Inoltre, la Dr. Caretto ha avuto modo di presentare al CNAP i risultati del lavoro svolto presso il CNR a Lecce, sulla produzione di artemisinina mediante colture di cellule e tessuti in vitro.  
Tutto ciò ha avviato con il gruppo ospitante possibili concrete interazioni scientifiche, sfruttando la complementarietà degli approcci utilizzati, nell’ambito della produzione biotecnologica di artemisinina da Artemisia annua. 
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