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ABSTRACT - ITALIANO

La leucemia mieloide cronica (LMC) ¢ una forma di leucemia che rappresenta circa il
15% di questi tumori. E caratterizzata dalla presenza dell’oncogene di fusione Bcr-Abl
(presente nel 95% dei pazienti malati) che codifica per la rispettiva tirosin-chinasi Ber-
Abl. Quest’ultima risulta costitutivamente espressa dando cosi origine alla proliferazione
incontrollata delle cellule del sangue ed all’attivazione di diversi pathways di
segnalazione che concorrono allo sviluppo del tumore. Per questo motivo Bcr-Abl €
considerato un importante target farmacologico nella lotta contro la LMC. Dopo
I’imatinib, il primo inibitore ATP-competitivo di Abl approvato nel 2001, molti altri
inibitori entrarono in terapia per la cura della LMC. Nonostante gli ottimi risultati ottenuti,
¢ di continuo interesse la ricerca verso nuove molecole attive soprattutto a causa di diversi
fenomeni di resistenza comparsi nel corso del trattamento, tra le quali particolarmente
critica risulta essere la mutazione T315I, che rappresenta il 25% delle mutazioni
clinicamente piu rilevanti. Partendo da una libreria di composti precedentemente
sintetizzati a scaffold pirazolo[3,4-d]pirimidinico dotati di notevole attivita inibitoria nei
confronti delle tirosin-chinasi Abl e/o Src ed antiproliferativa su diverse linee cellulari
tumorali umane, durante la mia tesi sperimentale ho partecipato ad un progetto di ricerca
volto alla sintesi di nuovi potenziali inibitori di Abl caratterizzati da un core purinico
variamente sostituito in posizione C-6 ed N-9. I saggi di inibizione nei confronti di Abl
sono attualmente in corso, ma sono stati conclusi studi di docking mirati all’ottenimento
di informazioni sul binding mode delle nuove molecole sintetizzate. Lo studio di docking
ha consentito di ottenere informazioni strutturali importanti per 1’ottimizzazione
dell’interazione con il target, allo scopo di indirizzare gli studi futuri verso potenziali

inibitori piu attivi.



ABSTRACT - ENGLISH

Chronic myeloid leukemia (CML) is a tumoral pathology representing around 15% of all
leukemic-type cancers. It is typically distinguished by the presence of the fusion oncogene
Bcer-Abl, evident in 95% of relevant patients. This oncogene encodes the corresponding
Bcer-Abl tyrosine kinase, resulting in intrinsic expression, and consequently produces an
uncontrolled growth of the blood cells and the activation of several triggering pathways
that contribute to cancer evolution. For the above reasons, Bcr-Abl is considered a
significant pharmacological target in the treatment of CML. Since the 2001 approval of
imatinib, the first ATP-competitive inhibitor of tyrosine-kinase Abl, a considerable
number of similar drugs were approved in therapy for treatment of CML. Regardless of
the remarkable outcomes obtained, researchers are continuously evolving towards the
discover of new active molecules, mainly because of several risks of resistance discovered
during treatment; among them, the mutation T315I seems to be particularly critical and
represents 25% of the most relevant clinical transformation. Starting from a library of
compounds previously synthetized with a pyrazolo[3,4-d]pyrimidinic scaffold, which
showed substantial inhibiting capability towards Abl and/or Src kinases in different lines
of human tumoral cells, I have, during my experimental thesis, participated in a research
project aimed at synthesizing new potential purinic inhibitors of Abl. In detail, these new
compounds are substituted in position N-9 and C-6. Inhibition assays towards Abl are
currently in progress, but, in parallel, docking studies aimed at obtaining information
about the binding mode of the new molecules have been completed. Docking studies
allowed structural information valuable for optimizing the interaction with the target to
be derived, with the final goal of targeting future studies in the direction of potentially

more active inhibitors.



1. INTRODUZIONE

1.1. Leucemie

1.1.1. Origine e classificazione

Il termine “leucemie” fu descritto per la prima volta nel diciannovesimo secolo. Le
leucemie rappresentano un vario gruppo di tumori che colpiscono le cellule del sangue.
Le cellule ematiche possono essere divise in due classi principali: le linfoidi (cellule T, B
e NK) e le mieloidi (granulociti, monociti, eritrociti e megacariociti). Queste cellule
hanno una durata di vita limitata, che va da diverse ore, come nel caso dei granulociti, a
diverse settimane, come nel caso dei globuli rossi. Alcune cellule, come i linfociti T della
memoria, hanno invece una vita che pud durare diversi anni. E quindi necessario che
vengano prodotte in vasta quantita e periodicamente [1]. Tutte queste cellule derivano da
una linea cellulare staminale pluripotente comune (HSC) prodotta a livello del midollo
osseo. Il processo di produzione delle cellule del sangue ¢ chiamato ematopoiesi: a partire
dalle cellule staminali si sviluppano e si differenziano le quattro linee cellulari del sangue,
ovvero le cellule mieloidi, linfoidi, eritroidi e le piastrine (Figura 1).

Nei soggetti colpiti da leucemia la proliferazione risulta essere incontrollata e questo
comporta un’alterazione nel normale sviluppo delle cellule del sangue [2,3]. Queste
cellule maligne sono generalmente immature, anormali e scarsamente differenziate e
vengono definite blasti (linfoblasti o mieloblasti). Se queste linee cellulari subiscono
un’espansione tale da interferire con il normale sviluppo delle cellule ematopoietiche

portano a sintomi clinici, sviluppando percio forme tumorali [4].
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Figura 1. Rappresentazione grafica della maturazione delle linee cellulari linfoidi e

mieloidi a partire dalla cellula staminale ematopoietica progenitrice [5].

Queste forme tumorali possono essere classificate in base alla velocita di progressione
della malattia ed in base alla tipologia di cellule coinvolte [6]. Nel primo caso, si fa
riferimento alla distinzione tra malattia acuta e malattia cronica: la leucemia acuta
presenta i sintomi in maniera precoce a causa di un’elevata e rapida proliferazione delle
cellule tumorali, mentre nella leucemia cronica si verifica un incremento della
proliferazione cellulare piu lento. Pertanto, i sintomi non si presentano nelle fasi iniziali
e si assiste ad un declino della malattia meno rapido. Se la malattia avanza, pero, anche
le forme croniche possono diventare aggressive. Le cellule blastiche immature
generalmente predominano nella leucemia acuta, mentre nelle forme croniche sono
presenti un numero maggiore di cellule mature non blastiche.

In base alle cellule coinvolte, si riconoscono le leucemie linfoidi e le leucemie mieloidi
[7]. Le prime colpiscono le cellule linfoidi che sono coinvolte nella produzione di
linfociti. Nel secondo caso, le cellule compromesse sono le cellule mieloidi che sono

responsabili della generazione delle altre linee cellulari non linfocitarie [6].



1.1.2. Forme leucemiche piu comuni

Si distinguono vari tipi di leucemie, ma tra queste le quattro forme pit comuni sono
rappresentate dalla leucemia linfoblastica acuta (LLA), leucemia linfocitica cronica
(LLC), leucemia mieloide acuta (LMA) e la leucemia mieloide cronica (LMC).

Generalmente, le leucemie acute insorgono piu comunemente in eta infantile. Esse
rappresentano infatti oltre il 25% di tutti i tumori nei bambini e, di conseguenza, le
neoplasie pediatriche piu frequenti. In particolare, la LLA (che colpisce le cellule B e T)
rappresenta il 75% di tutte le leucemie che colpiscono bambini fino all’eta di 14 anni. Al
contrario, negli adulti la maggior parte delle leucemie acute ¢ di forma mieloide (con una
percentuale del 70-75%) [2]. A differenza della LLA, la LMA ¢ la leucemia acuta piu
comune negli adulti ed ¢ caratterizzata dalla presenza di blasti mieloidi superiori al 20%.
Per questo motivo, ¢ uno dei cancri piu aggressivi, caratterizzato da prognosi infausta e
decorso molto rapido [4]. Queste due leucemie prevedono 1’utilizzo di chemioterapia ad

alte dosi, oppure il ricorso a trapianto [8].

Le leucemie croniche sono invece neoplasie che si sviluppano con un decorso piu lento.
Questo permette di avere terapie mirate al controllo della progressione, senza
necessariamente avere un’eradicazione del tumore. La LLC ¢ dovuta alla proliferazione
di cellule linfoidi monoclonali, in genere del linfocita B. La maggior parte degli individui
sviluppa la malattia tra 60 e 70 anni [4] e solo il 10-15% dei pazienti sviluppa la malattia
sotto 1 50 anni. Alcuni pazienti dopo diagnosi conducono una vita normale, mentre altri
muoiono entro cinque anni [9]. Nella maggior parte dei casi ¢ definita una malattia
indolente e non tutti i pazienti a cui viene diagnosticata la malattia avranno bisogno di
iniziare una terapia fino a che non si ha la manifestazione della sintomatologia.

Infine, la LMC (trattata piu in dettaglio nel paragrafo 1.2.) provoca la comparsa di una
popolazione di granulociti disfunzionali, prevalentemente neutrofili, basofili ed eosinofili
[4]. Essa rappresenta il 15-20% di tutti i casi di leucemia.

Studi AIRTUM evidenziano che la forma piu frequente di leucemia cronica ¢ quella LLC
a cellule B che rappresenta il 30% di tutte le leucemie dell’eta avanzata, mentre la LMC

ha un’incidenza piu bassa [2].



1.1.3. Cause

Per quanto riguarda i fattori scatenanti la malattia, essi risultano tutt’oggi poco conosciuti
e chiari; infatti, solo pochi tipi di leucemia possono essere attribuiti a fattori identificati
con certezza. Sono stati evidenziati dei legami tra la comparsa della malattia e
I’esposizione a diverse sostanze cancerogene, ma anche in seguito a dosi massicce di
radiazioni. Gran parte delle leucemie, perd, deriva da mutazioni a carico del DNA [2].
Nel dettaglio, 1 fattori che possono essere correlati a queste forme tumorali, vengono
raggruppati in tre categorie: cause di familiarita e cause genetiche, fattori ambientali e

fattori medici o correlati a terapie (Figura 2) [10].

FATTORI DI RISCHIO DELLE
LEUCEMIE

Fattori familiari e genetici » Malattie ereditarie (per esempio sindrome di
Down)
* Altre anomalie cromosomiche (per esempio
cromosoma Philadelphia)

Fattori ambientali * Radiazioni ionizzanti/non -ionizzanti
* Esposizioni occupazionali (per esempio
industria conciaria o tipografica)
* Fumo
* Pesticidi
* Agenti chimici (per esempio benzene)
* Altri (per esempio dieta)

Fattori medici/correlati a terapie » Radioterapia
* Radiologia diagnostica
* Chemioterapia
» Farmaci (per esempio Cloramfenicolo)
* Virus (per esempio HTLV o Herpesvirus)

Figura 2. Fattori di rischio correlati all'insorgenza di leucemie [10].

Tra le diverse cause descritte, quelle genetiche giocano il ruolo piu rilevante. Tra le
aberrazioni cromosomiche, che siano innate o acquisite, sicuramente una delle piu
studiate ¢ quella che riguarda il cromosoma Philadelphia (paragrafo 1.3.1.), in
associazione con I’insorgenza della LMC. Tuttavia, sembra che non sia la sola presenza
di quest’anomalia cromosomica a portare alla progressione della malattia nella sua fase
acuta. Si suppone che altre malattie genetiche come la sindrome di Down, la sindrome di
Klinefelter e I’atassia teleangectasia possano portare ad un rischio di insorgenza della

leucemia, soprattutto in eta infantile, dove si manifestano forme acute [11]. Per esempio,



¢ stato stimato che bambini affetti da trisomia 21 abbiano da dieci a trenta volte piu
possibilita di sviluppare leucemie rispetto a un bambino sano. Al contempo, il 3% dei
bambini a cui ¢ stata diagnosticata la leucemia, ¢ anche affetto da trisomia 21 [12]. Sono
stati effettuati studi su famiglie che sembrano supportare geneticamente 1’ipotesi di un
aumento del rischio dell’insorgenza di leucemie tra i membri della stessa famiglia.
Nonostante ci0, le malattie ereditarie possono spiegare solo un esiguo numero di casi di

leucemia.

Relativamente ai fattori ambientali e occupazionali, si pensa che 1’esposizione al benzene,
derivante per esempio dal fumo di sigaretta o nell’industria conciaria e petrolchimica, sia
collegata a una maggior incidenza di leucemia (soprattutto LMA) [13]. Circa il contesto
di esposizione occupazionale, altre sostanze chimiche come butadiene e stirene,
particolarmente utilizzate nel settore dei polimeri e delle plastiche, sono state associate
all’insorgenza di queste neoplasie. Anche fattori quale I’esposizione a pesticidi ¢ stato
analizzato in relazione all’associazione con la malattia, anche se non sembra esserci un
legame particolarmente forte tra di essi. Infine, I’esposizione del paziente a radiazioni
ionizzanti si pensa possa costituire un fattore di rischio rilevante. In generale bisogna
considerare che i dati a disposizione dagli studi di correlazione tra fattori ambientali ed
insorgenza di leucemia sono spesso inconsistenti, ne consegue che risulta difficile fare

delle stime precise.

L’ultima categoria descritta in Figura 2 prende in considerazione i fattori medici e relativi
alle terapie: ¢ stata appunto investigata la connessione tra I’assunzione di farmaci
chemioterapici e la radioterapia con 1’insorgenza di diverse forme di leucemia che viene
definita in questo caso secondaria. Particolare attenzione viene posta al virus HTLV-1
(human T-cell leukemia virus type 1); esso € ['unico retrovirus oncogenico conosciuto e
causa una particolare forma tumorale definita ATL (adult T-cell leukemia/limphoma).
Tuttavia, 1 meccanismi molecolari e oncogenici innescati da questo tipo di virus non sono

completamente chiariti [14].



1.2. LMC

La LMC ¢ una malattia mieloproliferativa, che rappresenta il 15% circa di tutti i casi di
leucemie. In Italia colpisce circa 1-2 persone ogni 100000 [15,16]. Di solito la malattia si
presenta in eta adulta, essendo diagnosticata in media a circa 65 anni. L’evoluzione della
malattia viene divisa in tre fasi, definite dall’Organizzazione Mondiale della Sanita, in
base alla quantita di blasti (cellule immature) presenti a livello del sangue e del midollo
0SS€O0.

La prima fase, definita fase cronica, ¢ caratterizzata da iperplasia e vengono prodotte
massivamente cellule mieloidi che rispondono ai fattori di crescita. Come schematizzato
in Figura 3, le cellule mieloidi vengono prodotte in quantita maggiori a discapito delle
cellule linfoidi. La percentuale di blasti risulta inferiore al 10%. Questa fase puo avere
una durata anche molto lunga e nella maggior parte dei casi il paziente riceve la diagnosi
durante questo stadio in cui si verifica una risposta alla terapia piu efficace.

Se il tumore non ¢ controllato si puod entrare nella seconda fase, detta accelerata, in cui la
proliferazione ¢ in continuo accrescimento e la percentuale di blasti aumenta fino al 20%.
In questo stadio della patologia la risposta ai farmaci ¢ minore e si ha una sopravvivenza
media di circa 1-2 anni [17]. Lo sviluppo del tumore tende ad aggravarsi, passando
velocemente alla fase successiva, ossia la fase blastica, in cui la percentuale di blasti
supera il 20%. Infatti, come illustrato in Figura 3, la maturazione delle cellule subisce un
arresto. Inoltre, nelle cellule staminali tumorali si accumulano un gran numero di
aberrazioni genetiche di vario tipo e le cellule blastiche escono dal midollo osseo per
accumularsi nel sangue periferico. In questo stadio finale si puo avere la presenza di un
fenotipo cellulare linfoblastico (25%), mieloblastico (50%) oppure cellule
indifferenziate/con entrambi i fenotipi cellulari (25%) (Figura 3). La mancanza della
differenziazione cellulare ed una massiccia infiltrazione da parte di blasti immaturi, causa
la mortalita dei pazienti per infezioni, trombosi o anemie [18]. La leucemia diventa piu
aggressiva e di conseguenza la risposta ai farmaci ¢ meno soddisfacente. In questo caso
la sopravvivenza del paziente ¢ di circa 3-6 mesi [17].

Nella maggior parte dei malati la neoplasia viene riconosciuta nella fase cronica. A questo
stadio il soggetto ¢ perlopiu asintomatico o puo riferire lievi sintomi correlati al tumore,
quali anemia, fatica generale, perdita di peso dovuta allo scarso appetito, sudorazione e

splenomegalia. Quando la malattia progredisce nelle fasi avanzate i sintomi diventano



sensibilmente peggiori a causa del progressivo malfunzionamento del midollo osseo.
Alcuni di questi sintomi sono: febbre, sudorazione eccessiva, continua perdita di peso,
dolori addominali e all’apparato osseo, sanguinamenti, anemia ¢ splenomegalia in

continuo peggioramento [19].
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Figura 3. Rappresentazione schematica di un processo di ematopoiesi nelle cellule

normali (A), nelle cellule tumorali nella fase cronica (B) e nella fase blastica (C) [18].

1.3. Ber-Abl nella LMC

1.3.1. Struttura del cromosoma Philadelphia

La LMC ¢ caratterizzata da un’aberrazione cromosomica causata dalla fusione dei geni
Ber e Abl [20]. In particolare, nell’uomo la proteina Ber (Break-point Cluster Region) ¢
codificata dal corrispondente gene Bcr localizzato sul cromosoma 22. Il protoncogene c-
Abl, che codifica per la proteina tirosin-chinasica Abl (Ableson leukemia virus), si trova
sul cromosoma 9.

La proteina Bcr si pensa possa possedere attivita GTPasica agendo da interruttore
molecolare per altre proteine chinasi, anche se il suo ruolo non ¢ ancora ben noto [21,22].
La proteina Abl si attiva in risposta a fattori di crescita, citochine, danni al DNA, stress
ossidativo ed altri segnali, promuovendo la proliferazione, il differenziamento cellulare o

la morte cellulare [23]. La traslocazione del gene Bcr sul cromosoma 9, in corrispondenza



del gene Abl, genera un accorciamento del cromosoma 22, definito “cromosoma

Philadelphia” ed un allungamento del cromosoma 9 (Figura 4) [20].

Changed chromosome 9

Normal
chromosome 9 Chromosomes break
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chromosome 22
Normal (Philadelphia
chromosome 22 chromosome)

BCR =3 - 1 BCR:ABL1

gene fusion
gene
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w

Figura 4. Rappresentazione grafica della traslocazione che porta alla formazione del

cromosoma Philadelphia [24].

Questa traslocazione, scoperta da Rowley ed i suoi collaboratori nel 1970 [25], porta alla
formazione dell’oncogene Bcr-Abl, codificante per la corrispondente proteina chimerica

espressa costitutivamente ed avente attivita tirosin-chinasica.

Piu nel dettaglio, questo fenomeno ¢ caratterizzato dalla sostituzione dell’esone iniziale
codificante per la proteina Abl con la sequenza codificante Ber. A seconda del sito di
break-point nel gene Bcr, il peso della proteina di fusione puo variare da 185-190 kDa a
230 kDa. Tutte le isoforme contengono quindi la stessa porzione della proteina Abl e

differiscono per la lunghezza di Ber all’estremita N-terminale (Figura 5) [26].
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Figura 5. Rappresentazione schematica delle proteine di fusione Bcr-Abl. Nella porzione
raffigurante Bcr, le frecce indicano i punti di break-point diversi. TK indica il dominio

tirosin-chinasico di Abl [26].

L’isoforma prevalente nelle cellule affette da LMC ¢ quella caratterizzata da peso
molecolare di 210 kDa. Al contrario, I’isoforma 185-190 kDa caratterizza le cellule affette

da LMA [27].

1.3.2. Struttura e attivazione della proteina Ber-Abl

La proteina di fusione Bcr-Abl presenta la struttura schematizzata in Figura 6.
Innanzitutto, nella porzione N-terminale troviamo un’importante sequenza detta CC
(coiled-coil ~ domain) derivante dalla proteina Bcr, che consente Ia
dimerizzazione/tetramerizzazione ¢ la successiva auto-fosforilazione, favorendo in
questo modo I’amplificazione dei segnali molecolari [18]. Sempre nella sequenza di Ber
troviamo il dominio Ser/Thr chinasico, dove evidenziamo la presenza di un amminoacido
fondamentale per I’attivita della proteina: Tyr177 [28]. Infine, vi ¢ il dominio Rho/GEF
(Rho guanine-nucleotide exchange factor) che svolge anch’esso un ruolo importante per
’attivita della proteina.

La proteina presenta quindi i domini SH3 e SH2, il linker SH2, il dominio SHI e la
regione C-terminale. Quest’ultima contiene inoltre la sequenza NLS (Nuclear
Localization Signal) e la sequenza ABD (Actin-binding domain); quest’ultima risulta
particolarmente importante per la determinazione della distribuzione intracellulare di Ber-

Abl e per il suo reclutamento nel citoscheletro. Queste ultime due sequenze sono sempre

11



derivanti da Abl (Figura 6). Il dominio SH1 ¢ definito dominio catalitico ed ¢
fondamentale per la funzione chinasica della proteina chimerica, mentre SH2 e SH3
mediano interazioni con altre proteine [18]. I domini SH1, SH2 e SH3 sono generalmente
conservati nelle varie chinasi; in particolare, Abl presenta un’elevata similarita con la
proteina Src, anch’essa coinvolta in diverse forme tumorali. Le due differiscono
soprattutto al dominio C-terminale, mostrando invece sequenze del dominio chinasico

SHI aventi un’omologia del 68% [29].

A. BCR PROTEIN m-BCR M-BCR p-BCR

Colled coll domain
(CC) Ser/Thrkinase l Rho/GEF 1 lPH Rac-GAP

T 1 T 1 T 1 1 r

/ / %

B. ABL PROTEIN

SH3 SH2 SH1(TK domain) NLS DNA binding Actin binding
I 1 L 1 I 1 I T 1 r 1

we i DGR -G o

ATP binding site
(v412)

C. BCR/ABLp210 PROTEIN

BCR ABL
1
Colled coll domain
(cc) Ser/Thrkinase Rho/GEF SH3 SH2 SH1 (TK domaln) NLS DNA binding Actin binding
r 1 1 70 T 1 T 1 r 1 r 1T 1T
- -
ATP binding site

(Y412)

Figura 6. Domini della proteina Bcr-Abl. In grassetto sono evidenziati SH1 (il dominio

tirosin-chinasico), SH2 e SH3 (i domini regolatori) [18].

In dettaglio, il dominio SH1 ¢ caratterizzato da una struttura bilobata: presenta un lobo
N-terminale piu piccolo (circa 80 amminoacidi) e un lobo C-terminale piu grande (circa
180 amminoacidi).

La regione tra i due lobi, detta singe region, contiene il sito di legame per I’ ATP ed ospita
molti residui amminoacidici catalitici essenziali. Il lobo C-terminale ¢ coinvolto nel
riconoscimento dei substrati, mentre il lobo N-terminale contiene la maggior parte dei
residui fondamentali per la creazione della tasca di legame dell’ATP [35]. 1l lobo N-
terminale ¢ composto da 5 B-filamenti ed un’a-elica chiamata a-C. Il lobo C-terminale,

invece, ¢ formato prevalentemente da a-eliche (Figura 7B) [36]. In particolare, I’ATP si
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lega nella fessura che si forma tra i due lobi e rappresenta una zona altamente conservata
nelle varie chinasi. In Figura 7A sono mostrate le sequenze critiche della chinasi: in
corrispondenza del lobo N-terminale riconosciamo una sequenza coordinatrice del
fosfato, definita P-loop (Phosphate-binding Loop), ricca in residui di glicina [37]. Inoltre,
una lisina a valle ¢ essenziale per il legame con I’ATP [38]. Invece, nel lobo C-terminale
¢ presente un’altra sequenza importante, definita A-Loop (Activation Loop), che svolge
un ruolo perlopiu regolatorio. Infatti, questa zona ¢ soggetta alla fosforilazione di chinasi
a monte del circuito di attivazione. La fosforilazione del loop di attivazione ¢
fondamentale per indurre riarrangiamenti strutturali necessari per I’attivazione catalitica
(Figura 7A), in particolare ’orientamento dell’elica a-C. Questa elica porta un residuo
di acido glutammico fondamentale per la catalisi [37]. Inoltre, nell’A-Loop ¢ presente
una sequenza Asp-Phe-Gly altamente conservata definita DFG (Figura 7A). La sequenza
DFG controlla I’accesso al sito attivo dell’enzima [39]. La conformazione attiva ¢ definita
da due caratteristiche strutturali fondamentali: I’orientamento della sequenza DFG verso
il sito attivo (DFG-Asp-in), dove 1’aspartato pud coordinare I’ATP e lo ione Mg, e la
formazione di un ponte salino tra la lisina del P-Loop ¢ il glutammato nell’elica a-C. Al
contrario, la conformazione inattiva ¢ caratterizzata dalla rotazione di 180° del motivo
DFG rispetto alla conformazione attiva. Per questo motivo, I’aspartato si allontana dal
sito attivo impedendo la catalisi (DFG-Asp-out) [40]. Come vedremo, la distinzione delle
due conformazioni ¢ fondamentale per definire il meccanismo d’azione di molti farmaci
utilizzati in terapia, che vengono classificati anche in base a questa distinzione DFG-out
e DFG-in. Grazie alla sua elevata flessibilita, il residuo P-loop si puo interporre tra il -
fosfato e il y-fosfato dell’ATP provocando la rottura del legame. Particolarmente
essenziale ¢ il ruolo del residuo di aspartato per il corretto posizionamento del y-fosfato
da trasferire e potrebbe essere anche necessario per stabilizzare la carica del y-fosfato
nello stato di transizione della reazione [41]. Si pensa che la sua funziona sia

fondamentale anche nel rilascio del prodotto fosforilato [42].
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Figura 7. Rappresentazione del dominio tirosin-chinasico di Abl. Figura A: il P-Loop e
[’A-Loop sono evidenziati rispettivamente in giallo e in rosso. Nell adatta conformazione
attiva, I’A-Loop risulta in una forma estesa e aperta, consentendo il legame con il
substrato (figura B). Al contrario, quando I’A-Loop e piegato verso [’interno é non-
fosforilato e blocca il sito di legame. Il motivo DFG é inoltre evidenziato in arancione.
Figura B: Rappresentazione di Abl con evidenziati i domini SH2 e SH3. Le a-eliche sono
in magenta, mentre i P-foglietti in giallo. E infine mostrato il gruppo miristoilato

necessario per [’attivazione e inattivazione di Abl [43].

In aggiunta, nel dominio SHI1 ¢ presente un altro amminoacido che occorre mettere in
evidenza: Thr315. Questo ¢ definito amminoacido gatekeeper, ed ¢ essenziale nel
riconoscimento del substrato nella tasca ATPasica. Proprio per questo, mutazioni che lo
coinvolgono (descritte nel paragrafo 1.4.1) risultano un ostacolo per un’efficace risposta

al trattamento farmacologico [34].

In condizioni fisiologiche, la regione N-terminale della chinasi Abl include una porzione
definita “cap” comprendente 80 aminoacidi, che risulta importante nel passaggio
conformazionale nello stato attivo della chinasi [30]. Abl, infatti, si presenta in due
conformazioni: quella chiusa, che corrisponde alla proteina non attiva, e quella aperta,
corrispondente alla proteina attiva [31]. Il passaggio dallo stato inattivo allo stato attivo
avviene in seguito alla fosforilazione di due residui di tirosina estremamente importanti

(Tyr412 e Tyr245) presenti nel dominio SH1. Tale fosforilazione pud avvenire per auto-
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fosforilazione o ¢ mediata dall’attivita di altre tirosin-chinasi, e sembra inoltre favorita da
eventi di dimerizzazione e tetramerizzazione che si verificano a monte della
fosforilazione di questi residui [32]. La presenza dei due residui di tirosina fosforilati,
impedisce quindi il legame del dominio SH3 sia con il lobo N-terminale del dominio SH1
sia con il linker SH2. In queste condizioni la proteina non riesce a ripristinare la sua
conformazione chiusa e inattiva (Figura 8). Nell’oncoproteina Ber-Abl la porzione N-
terminale manca della presenza del cap, percid questo meccanismo auto-regolatorio

risulta compromesso e la proteina di fusione ¢ costitutivamente attiva [33].

N-lobe
kinase

—— —

Active c-Abl

C-lobe
kinase

Inactive c-Abl

Figura 8. Rappresentazione grafica di Abl nelle sue conformazioni chiusa (inattiva) e

aperta (attiva) [20].

1.3.3. Pathways di segnalazione correlati all’attivazione di Ber-Abl

Nelle cellule sane I’attivazione di Abl ¢ regolata in modo tale da permettere il corretto
svolgimento delle sue funzioni; al contrario, nelle cellule tumorali Abl risulta iper-attivata
in maniera costitutiva a causa della sua fusione con Bcr, causando un’errata regolazione
di diversi processi cellulari chiave. La proto-oncoproteina risultante ¢ distribuita nel
nucleo ma soprattutto a livello citoplasmatico, dove partecipa alle vie di trasduzione
principali coinvolte nello sviluppo di tumori.

L attivita costitutiva nel citoplasma della proteina Ber-Abl porta, infatti, ad un’attivazione
incontrollata di diverse vie di trasduzione del segnale. Tra queste, le piu note sono: il

trasduttore di segnale ed attivatore della trascrizione 5 (STATS), RAS e la
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fosfatidilinositolo-3-chinasi (PI3K). Uno dei meccanismi di proliferazione incontrollata
delle cellule mieloidi si basa su un’anomalia nella cascata di trasduzione del segnale Janus
chinasi 2 (JAK2)/STATS mediata [44]. Infatti, nelle cellule staminali ematopoietiche
sane, STATS viene fosforilato dalla chinasi JAK2. STATS, in seguito alla fosforilazione,
dimerizza per traslocare nel nucleo e legarsi al suo promotore target. Al contrario, nelle
cellule malate, la proteina chinasi mutata Bcr-Abl fosforila direttamente STATS,

inducendo una cascata di eventi indipendenti da JAK?2 (Figura 9) [45].

A Hematopoietic stem cells B CML cells

Figura 9. Trasduzione del segnale JAK2/STATYS in cellule staminali ematopoietiche sane
(A) e in cellule tumorali (B) [44].

Inoltre, ¢ stato evidenziato un importante ruolo della Tyr177 sulla porzione Ber della
proteina Ber-Abl, in relazione alla cascata di segnali che partono dalla proteina legata al
recettore del fattore di crescita 2 (GRB2). La Tyr177 viene infatti fosforilata secondo i
meccanismi precedentemente descritti € permette il legame ad alta affinita con GRB2.
Essa, nella sua forma fosforilata, possiede un ruolo chiave nell’attivazione della cascata
di segnali [46]; permette infatti un’alta affinita di legame di Bcr-Abl con la proteina
citoplasmatica GRB2. Quest’ultima ¢ responsabile da un lato del reclutamento della
proteina Son of Sevenless (SOS), che attiva a cascata la segnalazione mediata da Ras
[47], e dall’altro della proteina legante associata a GRB2 (GAB?2), che attiva il pathway
di segnalazione PI3K (Figura 10) [46].
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A valle di SOS, la mitogen-activated protein kinase (MAPK) risulta costitutivamente
attivata e ci0 concorre ai meccanismi incontrollati di proliferazione cellulare. D’altra
parte, I’attivazione del pathway PI3K promuove la sopravvivenza cellulare sopprimendo
I’attivita di fattori trascrizionali come fork head O (FOXO), essenziali per regolare il
meccanismo di apoptosi. Inoltre, quest’ultimo pathway induce la proliferazione cellulare

e riduce I’autofagia attraverso ’attivazione di mammalian target of rapamycin (mTOR)

[48].
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Figura 10. Rappresentazione schematica delle vie di segnalazione attivate in cellule

tumorali positive per la proteina Bcr-Abl [46].

Pertanto, le cellule staminali ematopoietiche positive alla mutazione Bcr-Abl mostrano

una proliferazione incontrollata, un’azione indipendente dai fattori di crescita ed una

mancata risposta a fattori promuoventi I’apoptosi [18].
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1.4. Ber-Abl come target terapeutico

Il gene di fusione Bcr-Abl risulta oggi un marker importante della LMC. Infatti, la
presenza di questo oncogene ¢ stata osservata nel 95% dei pazienti affetti da questa
patologia e, piu in generale, nel 15% dei pazienti affetti da leucemia [49]. Di conseguenza,
Bcer-Abl ¢ considerato un ideale target farmacologico per il trattamento LMC [45].
Quando la LMC fu scoperta le prime cure messe in atto furono cure di tipo palliativo [50].
Il primo esempio di farmaco risultato attivo fu I’arsenico e successivamente venne
introdotta una radioterapia mirata alla milza. Furono poi introdotti nella terapia degli
agenti citostatici come busulfano e idrossiurea. In particolare, I’idrossiurea mostro minori
complicazioni rispetto al busulfano e prolungo, in misura limitata, la sopravvivenza dei
pazienti. Si passo da una terapia palliativa ad una terapia curativa piu mirata con I’avvento
del trapianto di midollo che fu introdotto alla fine degli anni Settanta. Allo stesso tempo,
I’interferone alfa (IFN-a) mostro il potenziale di indurre completamente la remissione
citogenetica, soprattutto nei pazienti giovani [50].

La conoscenza specifica della proteina Ber-Abl e dei meccanismi coinvolti nella LMC
hanno permesso un grande sviluppo per quanto riguarda la terapia farmacologica e gli
studi furono rivolti verso la classe di farmaci appartenenti alla categoria degli inibitori di
tirosin-chinasi (TKIs). In particolare, I’introduzione dell’imatinib (trattato in maniera piu
approfondita nel paragrafo 1.5.1.) nella terapia ha segnato un importante progresso per
quanto riguarda sia 1’efficacia del trattamento farmacologico sia la diminuzione delle
reazioni avverse [51]. Ad oggi, la terapia con TKIs ¢ diventata il trattamento di prima
linea per la cura della LMC. Questi farmaci hanno incrementato la sopravvivenza a lungo
termine nei pazienti e ridotto fortemente il rischio di progressione del tumore soprattutto
se impiegati durante la fase cronica della malattia [52].

Nei grafici sotto riportati, vengono illustrati rispettivamente [’aspettativa di vita di
pazienti malati di LMC rispetto alla media della popolazione generale (Figura 11,
sinistra) ed il cambiamento nel tempo della sopravvivenza netta a 5 o 10 anni dalla
diagnosi (Figura 11, destra). Come si pud apprezzare nel grafico a destra, la
sopravvivenza netta a 10 anni dalla diagnosi ¢ aumentata del 30% circa tra la fine degli

anni *90 e il secondo decennio degli anni *00. E proprio in questo contesto temporale che
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sono stati approvati come terapia di prima linea nel trattamento della LMC gli TKIs di

prima generazione [53].
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Figura 11. Sinistra: confronto tra [’aspettativa di vita di pazienti malati e il resto della
popolazione generale sulla base dell’eta al momento della diagnosi. Per esempio, a circa
65 anni un malato ha un’aspettativa di vita di circa dieci anni. Diversamente, un
individuo sano avente la stessa eta possiede un’aspettativa di vita di circa venti anni.
Destra: andamento del cambiamento nel tempo della sopravvivenza netta % a 5 o 10 anni
sulla base dell’anno in cui i pazienti hanno ricevuto la diagnosi. L’arco di tempo

analizzato fa riferimento al periodo dal 1994-1996 al 2009-2011 [53].

1.4.1. Forme resistenti di LMC

Nonostante gli ottimi risultati ottenuti con 1’introduzione in terapia degli TKIs (descritti
nel paragrafo 1.5) nella lotta contro la LMC, un loro limite ¢ la comparsa di fenomeni di
resistenza che portano ad una prognosi sfavorevole nei pazienti, sottolineando
I’importanza nella ricerca di nuovi inibitori in grado di superare questo problema.

I meccanismi responsabili della comparsa della resistenza sono essenzialmente due: la
sovraespressione di Ber-Abl dovuta principalmente all’amplificazione genica, ma piu
frequentemente la comparsa di mutazioni nel dominio chinasico dell’enzima [54,55]. Nel
primo caso, l'amplificazione del gene Bcr-Abl determina una sovrapproduzione della

corrispondente chinasi, rendendo la concentrazione intracellulare del farmaco
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insufficiente per inibire I'aumento dei livelli della proteina. In questo caso potrebbe essere
utile aumentare la dose dell’inibitore, anche se I’amplificazione del gene ¢ il meccanismo
di resistenza principale evidenziato in colture cellulari trattate con concentrazioni
gradualmente crescenti di inibitore [56,57].

La comparsa di mutazioni ¢ stata riportata come la causa principale della comparsa di
recidive in seguito al trattamento con TKIs come imatinib. Le mutazioni possono portare
a cambiamenti negli aminoacidi che svolgono un ruolo critico nell’interazione con
I’inibitore o che permettono I’accesso dell’inibitore al sito di legame dell’ ATP. Mutazioni
nel dominio chinasico di Ber-Abl sono state rilevate nel 50%-90% dei pazienti con
resistenza acquisita, con oltre 100 diverse sostituzioni di aminoacidi descritte, di cui 20
sono clinicamente rilevanti [58]. Le mutazioni piu importanti sono di 4 tipi: a) mutazioni
nel loop di legame del fosfato per I'ATP (P-loop), che rappresentano il 40% delle
mutazioni; b) mutazioni dell’aminoacido T315 che determinano il 25% delle mutazioni;
¢) mutazioni dell’aminoacido M351 che si trova in prossimita del dominio catalitico
responsabili del 25% delle mutazioni; d) mutazioni nel loop di attivazione (5%).

Sono stati riportati altri meccanismi che possono contribuire alla resistenza agli TKIs,
specie all’imatinib [59], come I'eccessivo legame del farmaco alle proteine plasmatiche
(per esempio alla glicoproteina acida o-1), la ridotta disponibilitd intracellulare
dell'imatinib causata dalla sovraespressione della glicoproteina P multifarmaco-resistente

(MDR-1) o I'insensibilita delle cellule staminali leucemiche agli TKIs [60,61].

Le mutazioni di T315 sono sicuramente al centro dell'attenzione nello sviluppo di nuovi
farmaci, poiché questo aminoacido ¢ di particolare rilevanza nel determinare la sensibilita
sia all'imatinib, sia ad altri inibitori. Infatti, la mutazione di T315 in Ile (T3151) conferisce
un'elevata resistenza a Ber-Abl. L’aminoacido T315 ¢ stato definito come una sorta di
“gatekeeper” che controlla I’accesso degli inibitori al sito di legame. La natura del residuo
gatekeeper cambia in diverse chinasi ed ¢ un fattore importante nel determinare la
specificita inibitoria [62].

E stato evidenziato che la sostituzione della treonina con l'isoleucina pitl voluminosa ed
idrofobica impedisce un importante legame idrogeno necessario per il legame

dell'inibitore ed inoltre crea un ostacolo sterico che potrebbe interferire con il

posizionamento dell'imatinib all'interno della tasca di legame dell'ATP [54]. Ad oggi, la
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mutazione T3151 rimane la piu difficile da superare ed ¢ associata alla prognosi peggiore

nei pazienti con LMC [44].

1.5. Inibitori di Ber-Abl utilizzati nella terapia della LMC

I TKIs sono, ad oggi, la terapia di prima linea utilizzata per la LMC. Questo settore si €
rivelato infatti uno dei piu ampiamente perseguiti nell’ambito di sviluppo di nuovi

farmaci[39].

Gli inibitori di Bcr-Abl possono essere raggruppati in varie classi in base al tipo di
interazione che stabiliscono con la chinasi. Due di queste sono le categorie principali e
comprendono la maggior parte dei farmaci usati in terapia contro la LMC: gli inibitori di
tipo 1 (dasatinib, bosutinib) e gli inibitori di tipo 2 (imatinib, nilotinib, ponatinib). Negli
inibitori di tipo 1, la molecola si lega alla conformazione attiva della chinasi (DFG-in),
mentre, gli inibitori di tipo 2 si legano alla conformazione inattiva (DFG-out). Entrambi
competono con I’ATP per il legame con il sito attivo dell’enzima bloccando il
meccanismo di fosforilazione. Di conseguenza, la loro azione impedisce la proliferazione
delle cellule tumorali e quindi la progressione della malattia [63]. Come descritto in
precedenza, nel dominio catalitico SH1 della tirosin-chinasi si forma una tasca tra il lobo
N-terminale e il lobo C-terminale: ¢ proprio in questa regione che agisce la maggior parte
degli inibitori, impedendo le varie interazioni che avvengono in questa regione con la
molecola di ATP. Per questo motivo, solitamente questi inibitori presentano uno scaffold
purinico o pirimidinico che richiama I’adenosina dell’ATP. La Figura 12, riporta una
rappresentazione tridimensionale dell’enzima legato ai due tipi di inibitori appena

descritti [63].
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Figura 12. La figura a sinistra mostra la conformazione DFG-in della chinasi Bcr-Abl
legata al dasatinib, con il residuo di Asp rivolto verso il sito di legame dell’ATP. A destra,
invece, abbiamo una conformazione DF G-out del dominio catalitico di Bcr-Abl legato
all’imatinib, con il residuo di Asp non rivolto verso la tasca di legame dell’ATP. In questo
caso Phe e Asp hanno scambiato le loro posizioni rispetto alla conformazione attiva.

L’orientamento capovolto apre anche una tasca allosterica evidenziata con i trattini rossi

[64].

Oltre a questi due gruppi, esistono anche gli inibitori di tipo 3 (legano una tasca di legame
adiacente a quella dell’ ATP) e di tipo 4 (di cui ricordiamo asciminib), che si legano ad un
sito diverso rispetto agli inibitori facenti parte delle prime due classi. Nel dettaglio, gli
inibitori di tipo 3 legano una tasca di legame adiacente a quella dell’ATP, mentre gli
inibitori di tipo 4 interagiscono con una tasca distante rispetto al sito di legame dell’ ATP.

Questi ultimi sono entrambi inibitori allosterici € percido non ATP-competitivi [39].

Inoltre, una classificazione degli inibitori tiene conto della loro capacita o meno di
superare i fenomeni di resistenza. Sono state riportate principalmente tre generazioni di
farmaci: la prima generazione include molecole attive solo sulla LMC indotta da Ber-Abl
wild-type (wt) (ad esempio imatinib), la seconda generazione comprende molecole attive

verso le forme di LMC resistenti all'imatinib (ad eccezione della mutazione T3151), come
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il dasatinib, ed infine la terza generazione ¢ rappresentata da composti attivi contro le

LMC resistenti multiple, spesso inclusa la mutazione T3151.

Bcer-Abl rappresenta la prima chinasi per la quale furono approvati inibitori. Come
accennato in precedenza, il capostipite di questa classe di farmaci ¢ I’imatinib. L’imatinib
¢ stato oggetto di vari studi di relazione struttura-attivita (SAR) ed ¢ risultato
fondamentale per fornire una comprensione piu profonda del meccanismo di inibizione
della chinasi. Successivamente, altri inibitori di Ber-Abl sono stati approvati dalla Food
and Drug Administration (FDA) per il trattamento della LMC, tra i quali ricordiamo:

dasatinib, nilotinib, bosutinib, potatinib e asciminib [63].

1.5.1. Inibitori di prima generazione: imatinib

L’imatinib (STI571) (Figura 13) ¢ stato il primo inibitore di Bcr-Abl approvato dalla
FDA nel 2001 per il trattamento della LMC, essendo in grado di mantenere la malattia
sotto controllo, soprattutto nei pazienti in fase cronica [65,66]. L’imatinib presenta un
elevato livello di selettivita nei confronti di Abl, presentando valori di ICs nell’intervallo
di 25 nM. Gli effetti collaterali pit comuni riferiti comprendono crampi muscolari, edema

periferico, eruzioni cutanee e problematiche a livello gastrointestinale [67].
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Figura 13. Struttura chimica dell imatinib.
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Gli studi che portarono all’imatinib inizialmente erano indirizzati all’inibizione della
proteina chinasi C (PKC) [41]. Il primo composto che si mostrd essere promettente fu un
derivato fenilaminopirimidinico. Successivamente, si ottenne una forte inibizione della
PKC con D’aggiunta di un anello piridinico (Figura 14, a). La svolta durante
I’ottimizzazione di questa classe strutturale di composti fu 1’introduzione di un gruppo
ammidico direttamente legato al fenile (Figura 14, b). Era stato osservato, infatti, che
I’ammide conferiva attivita inibitoria contro le tirosin-chinasi, come Bcer-Abl. Infine, lo
sviluppo della SAR di questa molecola dimostrod che I’introduzione di un sostituente in
posizione 6 dell’anello diamminofenile (nel caso di imatinib un metile) portava ad una
perdita di attivita nei confronti della PKC, mentre 1’attivitd contro la tirosin-chinasi
risultava mantenuta o addirittura aumentata (Figura 14, ¢).

In seguito, gli studi si focalizzarono sul miglioramento del profilo farmacocinetico del
candidato farmaco. Infatti, la prima serie di inibitori selettivi risultd poco solubile in acqua
e mostrd una scarsa biodisponibilita. L’introduzione della N-metil piperazina miglioro
nettamente la biodisponibilita orale della molecola. Inoltre, per evitare il potenziale
mutageno del gruppo anilinico, si interpose un distanziatore tra 1’anello fenile e I’atomo
di azoto. Il migliore composto della serie fu I’imatinib (Figura 14, d), che fu selezionato

come il candidato piu promettente per lo sviluppo clinico [68].

Figura 14. Ottimizzazione chimica dell’imatinib [68].
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Studi di docking hanno successivamente dimostrato la capacita dell’imatinib di legarsi al
sito di legame per I’ATP (Figura 15). In dettaglio, la porzione 4-piridin-3-il-pirimidinica
occupa la regione dove normalmente si lega 1’adenina dell’ATP. Il resto del composto
penetra ulteriormente all'interno della tasca idrofobica (controllata dal residuo gatekeeper

T315), congelando la chinasi nella conformazione inattiva (DFG-out).
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Figura 15. Struttura cristallografica dell imatinib legato al target (PDB code: 2HYY)
[69].

In particolare, 1'imatinib forma sei legami idrogeno con la proteina e diversi altri contatti
con il sito attivo sono mediati da interazioni di van der Waals. I legami idrogeno
avvengono tra I’atomo di N dell’anello piridinico ed il gruppo NH della M318, tra I’'NH
che lega la pirimidina all’anello fenilico e ’ossigeno dell’OH della T315, tra I’'NH
amidico ed il carbonile del E286 e tra il carbonile amidico e I’'NH del D381. Altri due
legami idrogeno addizionali si formano tra ’atomo di azoto terminale (N-CHz)

dell’anello piperazinico ed i due gruppi carbonilici di H361 e 1360 (Figura 16) [68].
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Figura 16. Rappresentazione schematica dei legami idrogeno dell’imatinib con il sito

attivo di Abl.

Questi studi hanno indicato che il gruppo N-metilpiperazinico, che era stato introdotto per
migliorare il profilo farmacocinetico del farmaco, era anche in grado di interagire con la
profonda tasca idrofobica adiacente al sito di legame dell'ATP, mentre il metile presente
sull’anello fenilico fornisce ulteriori interazioni idrofobiche che aumentano 1'affinita per
I'enzima [68]. Le forti interazioni garantiscono un’elevata selettivita del farmaco nei
confronti di Ber-Abl che tuttavia ha acquisito nel tempo una notevole resistenza. In
generale, I’imatinib rimane un’opzione di trattamento per 1 pazienti anziani o quelli a
basso rischio [44]. Tuttavia, il suo utilizzo ¢ diminuito fortemente nel tempo, con la
scoperta degli inibitori di seconda generazione, che si sono rivelati piu efficaci

dell’imatinib nel raggiungere una risposta citogenetica completa [52,70].

1.5.2. Inibitori di seconda generazione: dasatinib, nilotinib, bosutinib

Il dasatinib (BMS-354825) (Figura 17) ¢ un TKI avente scaffold tiazolo-

carbossammidico. Fu approvato nel 2006 per il trattamento della LMC in pazienti
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resistenti o intolleranti all’imatinib. Il dasatinib ¢ un farmaco multi-target, che presenta
anche attivita nei confronti, ad esempio, della TK Scr. Questo ¢ dovuto all’alta omologia
strutturale tra il sito attivo delle due chinasi ed alle loro simili conformazioni DFG-in
[71]. Diversamente dall’ imatinib, ¢ un inibitore di tipo 2 poiché si lega a Ber-Abl nella
sua conformazione attiva (DFG-in) [44]. Rispetto all’imatinib, I’inibizione dell’attivita di
fosforilazione della chinasi Abl risulta piu potente (ICso < 1.0 nM) [72]. Inoltre, questo
farmaco ¢ risultato essere efficace nei confronti di molte resistenze sviluppate nei
confronti dell’imatinib. In particolare, in uno studio il farmaco ¢ stato testato contro 15
diverse mutazioni di Abl clinicamente rilevanti: 14 di queste risultarono inibite in un
basso range nanomolare di ICsos [73]. Furono efficacemente inibite tutte le mutazioni a
carico del P-Loop della chinasi mentre 1’'unica mutazione che rimane tutt’ora resistente ¢
la T315I [36]. Il dasatinib presenta meno rischi cardiovascolari rispetto agli altri farmaci
appartenenti a questa categoria. Tuttavia, il suo utilizzo in terapia ¢ stato associato a

complicazioni polmonari e alla pleura [74].

Il nilotinib (AMN107) (Figura 17) ¢ un analogo strutturale dell’imatinib ¢ come
quest’ultimo ¢ selettivo nei confronti di Abl, che lega nella sua conformazione inattiva
(DFG-out) con ICso < 30 nM. Nonostante una struttura chimica simile, mostra un
adattamento migliore nella tasca della chinasi [75]. Il nilotinib ¢ dotato di maggiore
lipofilia, caratteristica che rende il composto piu selettivo e piu potente: sono stati infatti
introdotti il sostituente trifluorometile ed un anello imidazolico, rendendo almeno 20
volte piu forte I’inibizione dell’enzima. Particolarmente importante si € rivelato il gruppo
trifluorometile, che ¢ in grado di stabilire ulteriori interazioni idrofobiche importanti. Gli
ottimi risultati ottenuti dagli studi clinici hanno portato all’approvazione da parte della
FDA del nilotinib nel 2007 per la terapia della LMC, sia nei pazienti al primo stadio della
malattia, sia per quelli in fase accelerata [76]. Oltre a essere significativamente piu potente
rispetto all’imatinib, questo farmaco mantiene 1’attivita contro la maggior parte delle
mutazioni di Ber-Abl resistenti all” imatinib [77,78]. Tuttavia, la mutazione T3151 non
risulta ancora superata, poiché impedisce le interazioni tra i residui della tasca idrofobica
dell’enzima con 1 sostituenti caratteristici della molecola (scaffold fenil-imidazolico e
gruppo trifluorometile) [39]. Come il dasatinib, gli effetti avversi e la tossicita sono
significativi, mostrando una notevole tossicita cardiovascolare, con un effetto dose-

dipendente ed inducendo disordini metabolici, quali dislipidemia e iperglicemia [79,80].
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I1 bosutinib (SKI-606) (Figura 17) ¢ un altro inibitore duale di tipo 1, con attivita nei
confronti di Ber-Abl e di Src. L’inibizione nei confronti di Abl si ¢ rivelata piu efficace,
mostrando un ICso di 1.4 nM. Di conseguenza, il composto ¢ stato approvato nel 2012
dalla FDA, per il trattamento di seconda linea LMC [44]. E indicato per pazienti adulti,
anche in fase blastica, nel caso in cui sia presente intolleranza agli altri farmaci di seconda
generazione [81]. Diversamente dagli altri farmaci descritti, il bosutinib ¢ caratterizzato
da un nucleo anilino-chinolinico, piuttosto simile a molecole inibitrici di EGFR. L’azoto
dell’anello chinolinico forma un legame a idrogeno con la tasca enzimatica, mentre il
sostituente anilinico occupa una tasca idrofobica adiacente alla T315. Inoltre, il gruppo
nitrile si inserisce in un altro dominio adiacente alla T315, contribuendo alla selettivita
del composto [39]. Anche il bosutinib ¢ tuttavia inefficace nei confronti della mutazione
T315I. Non ¢ indicato per il trattamento di prima linea a causa dei suoi effetti avversi
soprattutto sintomi gastrointestinali (quali diarrea, nausea e dolore addominale) ed a

livello ematologico ed epatico [82].
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Figura 17. Strutture chimiche degli inibitori di seconda generazione.
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1.5.3. Inibitori di terza generazione: ponatinib.

Il ponatinib (AP24534) ¢ un farmaco multi-target (Figura 18). In particolare, lega Ber-
Abl nella sua conformazione inattiva (DGF-out), rendendolo un inibitore di tipo 2. Viene
utilizzato in terapia per la LMC, soprattutto nei pazienti che presentano la mutazione
T315I, rimanendo 'unico inibitore ATP-competitivo presente in terapia in grado di
superarla [41]. Per questo motivo, il ponatinib fu approvato dalla FDA nel 2012 come
trattamento di seconda linea in pazienti intolleranti o resistenti al dasatinib e nilotinib

[83,84].
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Figura 18. Struttura chimica del ponatinib.

Dal punto di vista strutturale invece di avere un linker amminopirimidinico che
interagisce con il residuo gatekeeper T315, il ponatinib ¢ caratterizzato da un alchino.
Inoltre, presenta un anello piperazinico legato al fenile, che ricorda la struttura
dell’imatinib, ed il gruppo trifluorometile che, come nel precedente composto nilotinib,
favorisce interazioni idrofobiche essenziali per la selettivita nei confronti della chinasi
[39]. 1l farmaco si lega nello stesso sito degli altri inibitori precedentemente descritti,
tuttavia, la sua struttura impedisce lo sviluppo di resistenza, evitando il contatto con
1’Tle315. E proprio la presenza di un triplo legame carbonio-carbonio lineare che permette
il superamento della mutazione: esso si riesce a inserire nella tasca enzimatica, evitando
il blocco di tipo sterico attuato da Ile [84]. Furono inoltre ottimizzati tutti gli altri siti di
interazione tra ’inibitore e la chinasi, ottenendo un composto con maggiore affinita ed
efficacia di inibizione. Aumentando i punti di legame tra farmaco e target si ¢ ottenuto un
livello di inibizione maggiore e questo ¢ fondamentale perché assicura che si verifichi
’attivita inibitoria anche nei casi in cui uno dei siti di legame possa essere perduto, a

causa di una specifica mutazione [83]. Il ponatinib inibisce la forma nativa di Abl e la
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forma mutata AbI™!3! con ICs rispettivamente di 0.37 nM e di 2.0 nM. Tutte le altre
mutazioni clinicamente rilevanti sono inibite con valori di ICso compresi tra 0.30-0.44 nM

[85].

Nonostante le sue caratteristiche promettenti, ad ottobre 2013 la FDA ha sospeso la
vendita di ponatinib a causa dell’aumento dell’incidenza di trombosi ed altre
complicazioni cardiovascolari. Durante gli studi clinici, infatti, circa il 24% dei pazienti
dello studio clinico in fase II e circa i1l 48% di quelli in fase I ha subito gravi effetti avversi
[86]. Tuttavia, nonostante questa tossicita, a dicembre del 2013, a causa della mancanza
di opzioni di trattamento alternative, FDA ha permesso ’utilizzo di ponatinib in terapia
con indicazioni piu ristrette (uso limitato a pazienti con la mutazione T3151 o a pazienti

per i quali non ¢ indicata una terapia con TKIs alternativi) [84,87].

1.5.4. Inibitori allosterici: asciminib

La scoperta e 1’ottimizzazione degli inibitori ATP-competitivi di Ber-Abl ha permesso un
notevole successo nel consentire alla maggior parte dei pazienti con LMC (specialmente
quelli in fase cronica della malattia) di avere una speranza di vita vicina a quella della
popolazione non malata. Nonostante questo, come precedentemente descritto, la terapia
¢ spesso associata all’insorgenza di resistenze od intolleranze nei confronti dei farmaci.
Queste limitazioni evidenziano la necessita di nuovi agenti di prima linea per trattare la
malattia in modo piu efficace. In questo contesto, diventa importante I’asciminib, (Figura
19) che riesce a superare le mutazioni riguardanti gli inibitori leganti il sito ATPasico,

compresa la mutazione T315I [88].
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Figura 19. Struttura chimica dell’asciminib.
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L’asciminib (ABLOO1) ¢ il primo inibitore allosterico (di tipo 4) di Ber-Abl approvato
nel 2021 da FDA per il trattamento della LMC in pazienti precedentemente trattati con
gli inibitori ATP-competitivi. Anche in questo caso si verificano alcuni effetti collaterali,
tra cui trombocitopenia, neutropenia € anemia. Inoltre, fenomeni di resistenza possono
emergere anche in questo caso a causa di mutazioni nel sito allosterico. La combinazione
dell’asciminib con i precedenti farmaci potrebbe sopprimere efficacemente 1’insorgenza
di resistenze alla terapia.

L’asciminib genera legami a idrogeno con il sito allosterico. Il gruppo -CF»Cl del
composto pud inserirsi in una tasca idrofobica che risulta essenziale per la sua attivita e
selettivita [44]. In particolare, il farmaco lega un dominio (tasca miristoilica) che induce
cambiamenti conformazionali della chinasi in condizioni normali. Infatti, 1’attivita di Abl
normalmente ¢ autoregolata dal legame dell’ N-terminale miristoilato con la tasca del
dominio SH1. Analogamente a quanto detto in precedenza, se ¢ presente 1’oncoproteina
Ber-Abl, Ber sostituisce il cap N-terminale e percid il dominio -catalitico ¢
costitutivamente attivo, a causa della perdita di questo meccanismo regolatorio [89].
L’asciminib si lega specificamente nella tasca miristoilica, inducendo un cambiamento
conformazionale nella forma inattiva, inibendo quindi la chinasi (Figura 20). Rispetto
agli inibitori convenzionali, asciminib ha meno effetti off-target poiché il dominio
catalitico € ben conservato nelle TKs, mentre il dominio bersaglio di questa molecola ¢
contenuto in un numero limitato di enzimi appartenenti a questa categoria. Studi su cellule
umane tumorali hanno mostrato selettivita verso le cellule Ber-Abl positive, mentre un

effetto minimo sulle cellule che non esprimono il gene [90].
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Figura 20. Meccanismo di azione dell ’asciminib [90].
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1.6. Inibitori di Ber-Abl con scaffold purinico

Diversi inibitori di Ber-Abl aventi uno scaffold purinico variamente sostituito e dotati di

attivita antiproliferativa sono stati descritti in letteratura (Figura 21).
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Figura 21. Scaffold purinico di inibitori di Bcr-Abl.

Analizzando strutture di farmaci gia in commercio e focalizzandosi su librerie di composti
purinici 2,6,9-trisostituiti, ARIAD Pharmaceuticals indentifico il composto purinico
2,6,9-trisostituito AP23464 (Figura 22), che si mostro un potente inibitore di Abl (ICso
< 1 nM) ed anche di Scr. O’Hare et al. testarono il nuovo composto in cellule leucemiche
umane K562 ed evidenziarono la sua selettivita allo scopo di inibire la proliferazione, di
bloccare il ciclo cellulare e di promuovere 1’apoptosi con una potenza maggiore rispetto
all’imatinib [91]. L’unica eccezione era la mutazione T315I: D’inibitore blocca
efficacemente la proliferazione di cellule murine Ba/F3 che esprimono Ber-AbI™ (p210)
oppure almeno cinque delle mutazioni resistenti all” imatinib, ad eccezione della T315I,
che non risulto particolarmente inibita (ICso > 5000 nM). L’ICs si rivelo al di sotto di 30
nM per Ber-AbI™ e tutte le mutazioni, eccetto la mutazione E255K (ICso 94 nM). Per
questo motivo, I’AP23464 venne considerato un promettente lead compound per lo studio
di altri inibitori. Allo scopo di analizzare I’interazione del composto con il target, fu
costruito un modello molecolare tridimensionale di AP23464 complessato con la chinasi
nella conformazione attiva (DFG-in) in corrispondenza del suo sito ATPasico. Si
evidenzido che il gruppo 3-idrossifeniletilico sull’N-9 occupa una tasca idrofobica
specifica per il legame con I’enzima che risultava essere importante anche per
I’interazione con I’imatinib. Si confermo inoltre che il residuo mutato Ile315 blocca

effettivamente ’accesso della molecola al sito di legame come nel caso dell’imatinib.
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Contrariamente a quest’ultimo, AP23464 ¢ capace di legare solo la conformazione attiva

della chinasi [91].

Azam et al. svilupparono una serie di analoghi di AP23464 con modifiche al sostituente
in N-9, allo scopo di inibire sia la variante nativa della chinasi, sia la forma mutata T3151
[92]. A questo scopo, si rivelo particolarmente attivo il composto AP23846 (Figura 22),
mostrando un’elevata potenza rispetto agli analoghi sintetizzati della stessa libreria. La
modifica decisiva rispetto al composto precedente fu la sostituzione del gruppo 3-
idrossifeniletilico con un gruppo etile. AP23846 si lega al sito attivo di Bcr-Abl nativa e
anche a Ber-AbI™%; test cellulari mostrano che ¢ in grado di inibire la proliferazione di
cellule Ba/F3 che presentano entrambe le forme della chinasi. Questo dimostrd che un
inibitore ATP-competitivo pud superare la mutazione interagendo limitatamente con la
tasca idrofobica. Tuttavia, questo composto si mostro piu indicato per I’inibizione di Scr
piuttosto che di Abl. Altri analoghi di questa serie, come 1’AP23848, mostrarono invece

un’importante diminuzione di potenza (Figura 22).

HsC._.O o

P

H3C H3C\/\P\©\

NH H
HsC NH
NN
LD
NT N
R
OH

AP23464 AP23846 R =Et
AP23848 R = 3-etilfenolo

Figura 22. Inibitori purinici 2,6, 9-trisostituiti: AP23464 e suoi analoghi AP23846 e
AP23848.

Bertrand et al. sintetizzarono nuovi inibitori purinici 2,6,9-trisostituiti in grado di inibire

sia Ber-Abl, sia Btk (un’altra tirosin-chinasi coinvolta nello sviluppo di leucemie) [93].
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Due di questi composti 1a ed 1b (Figura 23) si rivelarono promettenti (ICso nei confronti
di Abl pari a 40 nM). Nei due composti sono stati inseriti atomi di fluoro sul gruppo
anilinico e, prendendo come riferimento strutture di farmaci gia in uso, € stato introdotto
il gruppo N-metil-fenilpiperazinico in posizione 2. E stato evidenziato che la
fluorurazione del fenile legato al nucleo piperazinico comporta una perdita notevole di
attivita, mentre la stessa sostituzione in meta e/o in para sull’anilina in N-6 porta ad un
marcato aumento di potenza inibitoria. A partire dai composti precedenti, Bertrand et al.
sintetizzarono diversi analoghi con vari sostituenti alchilici in N-9 e dimostrarono che il
gruppo ciclopropilmetile ¢ ottimale per [D’interazione con la chinasi [93].
Successivamente, lo stesso gruppo di ricerca sintetizzo degli analoghi sulla base dei
precedenti risultati [94]. Alcuni composti mantengono la N-metil-fenilpiperazina, mentre
in altri il gruppo metile ¢ stato sostituito da una catena idrossietilica, che ricorda quella
presente nel dasatinib. Inoltre, come I’imatinib, alcuni analoghi presentano un metilene
tra I’anello piperazinico e I’anello aromatico (composti 2a e 2b, Figura 23). Il composto
piu interessante della serie risulto il composto 3 (ICso di 15 nM nei confronti di Abl)
(Figura 23). Il gruppo metilenico come linker provoca un aumento di flessibilita che
risulta essere svantaggioso, diminuendo il potere inibitorio. Il gruppo idrossietile legato
all’atomo di azoto della piperazina, invece, ¢ responsabile di un ulteriore legame idrogeno
con I’enzima e percid dell’aumento della potenza del composto. Vengono inoltre
mantenute le altre sostituzioni risultate efficaci nel legame con la chinasi. Studi su linee
cellulari B8 KCL22 (cellule che esprimono Ber-AblT3!*!) rivelano una maggiore efficacia

rispetto a imatinib e nilotinib verso la mutazione T315I [94].
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Figura 23. Inibitori purinici 2,6,9-trisostituiti 1a,b, 2a,b e 3.

Un interessante composto a core purinico 6,9-disostituito che si mostro in grado di inibire
Abl (ICso < 0.5 nM) nella sua conformazione DFG-in ¢ 1’AP24283 (Figura 24).
L’ AP24283 presenta in posizione N-9 un metilindazolo legato al nucleo purinico tramite
un linker vinilico, che svolge un ruolo importante nell’interazione con I’enzima. Il nucleo
purinico forma interazioni idrogeno con il sito ATPasico, mentre i sostituenti aromatici
occupano le tasche idrofobiche. Il metilindazolo si lega nella tasca di selettivita idrofobica
adiacente al residuo gatekeeper T315: il metilfenile di questo nucleo si lega in prossimita
del lobo N, mentre il pirazolo si orienta verso il lobo C. In totale, la molecola forma
quattro legami idrogeno con ’enzima ed in piu un nuovo legame idrogeno (o meglio
pseudo-idrogeno) con T315 attraverso il protone olefinico del linker vinilico (tra Oy della
treonina e il carbonio del doppio legame in o all’N-9) [95]. L’AP24283 si riveld molto
piu attivo di altri analoghi sintetizzati, tra i quali si citano AP24149, AP24245 ¢ AP24247
(Figura 24).
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Figura 24. Inibitori purinici 6,9-disostituiti AP24283, AP24149, AP24245, AP24247.

La perdita di potenza di AP24247 (ICsodi 2.4 nM) ¢ dovuta alla mancanza del sostituente
metile e di conseguenza alla perdita di legame con la tasca idrofobica del lobo N. Inoltre,
in assenza di entrambi gli atomi di azoto del metilindazolo (come in AP24149), o anche
solo uno dei due (come in AP24245) non si ha la formazione di tutti i legami idrogeno.
Questo porta a una perdita di potenza di 10-30 volte rispetto ad AP24283. E stato messo
in evidenza come quest’ultimo composto ed il dasatinib (inibitore di seconda generazione
che lega anch’esso la forma DFG-in) mostrino similarita nell’interazione con la tirosin-
chinasi: entrambi condividono due legami idrogeno con [’hinge region della chinasi e il
gruppo dimetilfosfinossido ¢ circa equivalente alla (idrossietil)piperazina presente nel
dasatinib. Nonostante le differenze tra i due inibitori, AP24283 si ¢ rivelato molto potente,

anche grazie alle ulteriori interazioni che forma rispetto al dasatinib [95].

A partire da questi composti risultati attivi sulla forma DFG-in della chinasi, gli studi si
concentrarono su inibitori della conformazione DFG-out. Infatti, essi sembrerebbero
essere piu selettivi nei confronti della chinasi, come avviene nel caso di imatinib e
nilotinib, grazie ad un’ulteriore tasca di legame che si forma nella conformazione inattiva.
In questo contesto, Huang et al. indirizzarono gli studi verso inibitori mirati alla
conformazione DFG-out [71]. Partendo dal composto AP23464 (Figura 22), vennero
sintetizzati derivati purinici  6,9-disostituiti che presentavano una porzione

diarilammidica legata all’N-9 tramite un linker vinilico che era risultato importante nel
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composto AP24283 (Figura 24) e che viene quindi mantenuto nella struttura dei
successivi analoghi. L’ammide risulta essere cruciale per la formazione di legami
idrogeno, mentre i due anelli aromatici sono importanti per la stabilizzazione di
interazioni idrofobiche. L’ introduzione di un fenile sostituito con un gruppo CF3 si mostro
selettiva nei confronti della conformazione DFG-out, in quanto questa porzione occupa
una tasca che ¢ disponibile solo in questa conformazione della chinasi. Queste interazioni
sono state evidenziate anche in altri inibitori della forma inattiva, come nilotinib. Questi
derivati sono tutte purine sostituite in 6 ¢ in 9, € non piu tri-sostituite, in quanto un
sostituente in posizione 2 sembrerebbe impedire la selettivita nei confronti della forma
inattiva. Composti interessanti risultarono 1’AP24163 ¢ 1’AP24226 (Figura 25). In
entrambi 1 composti, ’introduzione di un gruppo ciclopropile, metabolicamente piu
stabile, migliord nettamente la biodisponibilita orale dei composti, mantenendo

un’elevata potenza nei confronti del target [71].

ANH ANH
0L 0L o
kN/ N kN/ N {IJ/ 3
4 N 4
e HN@ G HNQ
0 CF,

0 CF,

AP24226 AP24163

Figura 25. Strutture chimiche di AP24226 e AP24163.

L’AP24163 (Figura 25) forma in totale quattro legami idrogeni, come AP24283 (Figura
24) [95]. AP24163 presenta inoltre diverse similaritd con nilotinib. In particolare, in
entrambe le strutture il (trifluorometil)fenile occupa la tasca indotta dalla conformazione

DFG-out. Le principali differenze di legame tra i due sono in corrispondenza della hinge
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region, dove 1’AP24163 forma un’interazione aggiuntiva. Il legame a idrogeno tra
I’ammino-linker di nilotinib e T315 ¢ assente nel AP24163, che invece interagisce con il
residuo gatekeeper attraverso il linker vinilico. L’AP24163, a differenza del nilotinib,
riesce ad inibire AbI™!*! (ICs0 478 nM). Questo avviene poiché 1’ingombro sterico causato
dal residuo di Ile sembra essere evitato grazie alla presenza del doppio legame. Nel
dettaglio il nilotinib, per via della sua struttura, forma un legame a idrogeno con il residuo
T315. Quando pero questo risulta mutato in un’isoleucina, si verifica un ingombro sterico
che impedisce un’efficace interazione. E stato verificato che questa complicazione ¢
ridotta se si utilizza un linker vinilico, stericamente meno ingombrante. Per questo
motivo, ’AP24163 risulta essere moderatamente attivo anche nei confronti della forma
mutata. Tuttavia, come abbiamo visto nei precedenti derivati, I’introduzione di questo
gruppo vinilico non ¢ sufficiente per avere 1’inibizione della forma mutata: infatti
AP24283 ¢ altri inibitori della forma DFG-in sono privi di questa attivitd. E quindi
necessario che la struttura presenti entrambe le caratteristiche: sia un opportuno linker
vinilico sia il legame preferenziale verso la conformazione inattiva dell’enzima, come in

questo caso [95].

L’analogo AP24226 (Figura 25) mantiene un’elevata potenza comparabile a nilotinib ed
ha anche dimostrato un’elevatissima biodisponibilita orale. Tuttavia, ¢ stato dimostrato
che analoghi strutturali di AP24163 che legano o meno anelli diversi dall’imidazolo,

come nel caso di AP24226, risultano meno efficaci contro la mutazione T3151 [71].

Di seguito ¢ riportata la Tabella 1 contenente i valori di ICso dei composti piu rilevanti

trattati in questo capitolo. I valori fanno riferimento a saggi enzimatici svolti sulla

lwt 1T3 151

proteina AbI™ e, dove disponibile, sulla proteina Ab
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Tabella 1. Confionto dei valori di ICsg nei confionti di Abl™ e AbI"*"! dei composti trattati

in questo capitolo.
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2. SCOPO DELLA TESI

I1 gruppo di ricerca presso cui ho svolto il mio lavoro di tesi da anni si occupa della sintesi
di composti dotati sia di attivita inibitoria nei confronti di diverse proteine chinasi sia di
attivita antitumorale. In particolare, ¢ stata sintetizzata un’estesa libreria che comprende
piu di 400 derivati a struttura pirazolo[3,4-d]pirimidinica variamente sostituiti nelle
posizioni N-1, C-4 e C-6 (Figura 26). Molti di questi composti sono risultati potenti
inibitori ATP-competitivi di Abl e/o Src nel range micro-nanomolare di IC50 ed hanno
mostrato una promettente attivita antitumorale sia in vitro che in vivo in diversi modelli
di tumore (e.g., glioblastoma, neuroblastoma, osteosarcoma, cancro al seno, LMC) in cui
queste chinasi risultavano deregolate. Alcuni derivati della serie avevano inoltre mostrato

un’interessante attivita inibitoria nei confronti della forma mutata AblT3151 [96—105].

Considerati gli ottimi risultati ottenuti con la precedente serie di composti pirazolo-
pirimidinici e con I’idea di ottenere piu informazioni riguardanti la relazione-struttura
attivita (SAR), si ¢ pensato di sintetizzare nuovi analoghi come potenziali inibitori di Abl
e/o Src caratterizzati da una struttura purinica, in cui I’anello pirazolico € sostituito con il

suo isostero imidazolico (Figura 26).

N4HR 5 NHR

5 - 6 -7
’\ll \/, \N\\ 2 1N 5’/ N\\>‘\

[ ! i '8

6 st \ !
g = Al
R 11 R N"4-%g

T AL 3 A
B B
R2 R2

A-B = -CH=CH-,-CH,CH(CI)-, -CH,CH(Br)-,
-CH,CH(CHs;)-, -CH,CH(OH)-

R = fenil, benzil, fenetil, alchil, cicloalchil

R = H, alchil, S-alchil, NHCH,CH,OH
R%=H, Br, F, Cl

Figura 26. Struttura generale dei derivati in-house pirazolo[3,4-d[pirimidinici e dei

nuovi derivati purinici.
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Inizialmente si ¢ deciso di sintetizzare soltanto gli analoghi purinici dei composti presenti
nella libreria in-house che avevano mostrato una Ki per Abl e Src inferiore o uguale a
3uM e che presentavano amine variamente sostituite in C-4, la catena 2-cloro-2-
feniletilica in N-1 e non erano sostituiti alla posizione C-6 (Tabella 2, S2-S1404). Questa
scelta ¢ stata anche avvalorata dal fatto che in letteratura sono riportati diversi derivati a
struttura purinica 6,9-disostituiti come inibitori di Abl e/o Src. Inoltre, I’assenza del
sostituente in posizione 2, analogamente a quanto descritto per altri inibitori purinici,
potrebbe favorire la selettivita nei confronti della forma inattiva di Abl (DFG-out)
[71,95,92]. Oltre ai derivati S2-S1404, sono stati selezionati altri due composti pirazolo-
pirimidinici della stessa serie (SI3 ed SI10, Tabella 2) caratterizzati dalla presenza di un
linker vinilico all’N-1 che avevano mostrato attivita inibitoria esclusivamente verso Abl

o Src, rispettivamente.

Lo scopo era studiare se la sostituzione del pirazolo con I’imidazolo fosse in grado di
incrementare 1’attivita su una od entrambe le chinasi considerato che in letteratura erano
stati riportati inibitori di Abl e/o Src a struttura purinica caratterizzati dalla presenza dello
stesso gruppo vinilico in N-9 (Figure 24, 25). Come gia descritto, in alcuni casi il linker
vinilico era stato in grado di incrementare I’affinita nei confronti di Abl grazie alla
formazione di un particolare legame idrogeno con il residuo di T315. Inoltre, in composti
come 1’AP24163 (Figura 25), che si legano alla conformazione DGF-out di Abl, il linker
vinilico permetteva di superare I’ingombro sterico causato dal residuo di isoleucina,

consentendo perciod I’inibizione anche della forma mutata Ab1™!3! [95].
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NHR

PN

N~ N

AL

$2-S110
Cmp R A-B AbIKi  AbIPSI K, SrcK;
S2 CH,CH,CsHs CH,CH(C) 29 ND 1.8
7 C4Ho CH,CH(Cl) 1.3 ND 1.8
S13 CH,CsHs CH,CH(Cl)  0.40 NA 3.0
S16 CsHs CH,CH(C)  0.89 37.5 0.11
S18 CH,CHs-pF CH,CH(Cl) 2.0 NA 0.52
S19 CH,CsHy-mF CH,CH(Cl)  0.04 16.7 0.08
S20 CH,CsHa-0F CH,CH(Cl)  0.73 NA 0.15
SI159 CH,CH.CeHspCH; CH,CH(Cl)  0.505 ND 0.406
SI186 CeHy-mF CH,CH(Cl) 144 3.0 2.350
SI187 CsHy-mBr CH,CH(C) 026 1.280 0.395
SI404  CJ;-20H-5C1  CH,CH(Cl)  0.0027 0.0906 0.017
SI3 C4Ho CH=CH 0.4 ND NA
SI10 CH,CoHs CH=CH NA ND 2.4

NA = non attivo, ND = non determinato

Tabella 2. Composti pirazolo-pirimidinici (S2-SI10) e corrispondenti valori di K; (uM)

verso Abl, AbIT313! ¢ Src.
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Da precedenti studi di modellistica molecolare era inoltre emerso che i derivati pirazolo-
pirimidinici disostituiti in C-4 ed N-1, indipendentemente dai sostituenti presenti al C-4,

mostravano lo stesso tipo di interazioni sia nel sito attivo di AbI™ che di AbI™!!,

Prendendo come prototipo della serie il derivato S13 (Tabella 2), era stato dimostrato che
il nucleo pirazolo-pirimidinico era localizzato nella regione normalmente occupata
dall’adenina dell’ ATP, permettendo la formazione di 2 legami idrogeno con la M318 del
sito attivo. In dettaglio, il gruppo amminico al C-4 e I’N-5 del ligando formavano legami
ad idrogeno rispettivamente con 1’ossigeno carbonilico e I’'NH della M318. Inoltre, le
catene laterali legati all’N-1 ed al C-4 si accomodavano all’interno di due distinte regioni
di natura idrofobica (I e II) localizzate dalla parte opposta dell’anello eterociclico. In
particolare, la catena all’N-1 interagiva mediante legami di van der Waals con 1 residui
V256, L271,1313 M290 e V299 (regione idrofobica I). Mentre, la catena al C-4 formava
interazioni di natura idrofobica con i residui di L248, G249 e G321 (regione idrofobica

1) (Figura 27) [106,107].

Adenin region  —N 0
/H //
/// //
/\
V299 NN es2d
o] )i(kN’
N
L271 L248
— V256 Hydrophobic
Hydrophobic s13 region I

region |

Figura 27. Binding mode del composto pirazolo-pirimidinico S13 nel sito catalitico di

AbI™.
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In base a quanto emerso da questi studi la sostituzione isosterica del pirazolo con
I’imidazolo non avrebbe dovuto portare alla perdita delle caratteriste strutturali essenziali

per I’interazione con AbI*' e AblT315,

In questo progetto si ¢ inserito il mio lavoro di tesi durante il quale mi sono occupata della
sintesi dei derivati purinici 4a-d e 5a (Figura 28), funzionalizzati al C-6 con la
benzilamina o benzilamine variamente sostituite, quali analoghi dei composti pirazolo-
pirimidinici S13, S18, S19, S20 ed SI10 (Tabella 2), con I’obiettivo di valutarne

inizialmente la potenziale attivita inibitoria nei confronti di AbI™.

/ Cmp R A-B \

4a CH2C6H5 CHzCH(Cl)
N
{N/ N> 4b  CH,CHi-oF  CH,CH(CI)
|

B | 4c CH.CeHy-mF  CH,CH(CI)
| 4d  CH.CeHipF  CH,CH(CI)

) sa CH,CoH; CH=CH /

Figura 28. Nuovi derivati purinici 6,9-disostituiti sintetizzati.

Al fine di ottenere 1 composti 4a-d e 5a desiderati si ¢ proceduto attraverso un approccio
sintetico multi-steps (Schema sintetico 1). Nel primo passaggio sintetico si ¢ fatto reagire
la 4,6-dicloropirimidin-5-ammina 6 con il 2-amino-1-feniletan-1-olo 7 in presenza di
trietilammina (TEA) come base in l-propanolo a riflusso per 24 ore, ottenendo
I’intermedio 2-((5-amino-6-cloropirimidin-4-il)amino)-1-feniletan-1-olo 8 con un’ottima
resa (90%).

Nel successivo step di reazione il composto 8 ¢ stato trattato con trietil-ortoformiato ed
acido p-toluensolfonico a temperatura ambiente per 24 ore. Questa reazione ha portato

alla formazione dell’anello purinico, permettendo I’isolamento del composto 2-(6-cloro-
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9H-purin-9-il)-1-feniletan-1-olo 9 (82%). Quest’ultimo ¢ stato sottoposto ad una reazione
di clorurazione in corrispondenza dell’ossidrile benzilico mediante 1’utilizzo di
ossicloruro di fosforo e dimetilformammide in cloroformio a riflusso per due ore.
L’intermedio chiave desiderato 10 ¢ stato ottenuto in resa quantitativa (99%) ed utilizzato
nello step sintetico successivo senza necessita di ulteriore purificazione.

Infine, il trattamento del composto 10 con le opportune benzilamine in toluene a
temperatura ambiente per 48 ore ha portato all’ottenimento dei derivati purinici 4a-d
desiderati. Il composto Sa ¢ stato ottenuto dal corrispondente derivato clorurato 4a
mediante reazione di dealogenazione, utilizzando una soluzione acquosa di idrossido di

sodio in etanolo a riflusso per 5 ore (Schema 1).

Cl

cl
N~ —NH, N)ﬁ:N\>
cl NH, (P L2y
OH N~ NH N
NJTNHZ i OH i OH
N ' - —
N/ Cl

6 7 8 9
.R .
Cl NH NH R
N
s T s O
11l I\ N/ N \") N/ N \') N/ N
Cl Cl per 4a S
10 4a-d 5a

Reagenti e condizioni di reazione: 1) TEA, 1-propanolo, riflusso, 24 h, 90%; i1) Trietil-
ortoformiato, p-TsOH, ta, 24 h, 82%; ii1) POCI:;/DMF, CHCI3, ta-riflusso, 2 h, 99%; iv)
opportuna benzilamina, toluene, ta, 48 h, 48-62%; v) NaOH, EtOH, riflusso, 5 h, 43%.

Schema sintetico 1. Sintesi dei derivati purinici 4a-d, 5a.
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3. RISULTATI E DISCUSSIONE

I saggi di inibizione nei confronti di AbI™ sono attualmente in corso presso il laboratorio
di Spettrometria di massa del dipartimento di Medicina Sperimentale c/o CEBR
dell’Universita degli studi di Genova. Successivamente i composti risultati piu
interessanti verranno testati su linee cellulari umane di LMC che sovraesprimono Ber-
Abl e verra inoltre testata 1’eventuale attivita inibitoria nei confronti della forma mutata
AbI™! Inoltre, i composti verranno sintetizzati nuovamente allo scopo di studiarne
anche I’eventuale effetto inibitorio nei confronti di Src, in analogia con i derivati pirazolo-
pirimidinici.

Risultati promettenti riguardanti I’interazione dei nuovi composti sintetizzati con la
chinasi Abl sono emersi dallo studio computazionale concluso presso il laboratorio di
ricerca del Prof. Mattia Mori dell’Universita degli Studi di Siena. Per lo studio in silico €
stata selezionata una struttura cristallografica in cui I’inibitore noto di Abl/Src AP24283
(Figura 24) ¢ cristallizzato nel sito catalitico di Abl (PDB code 3kf4) (Figura 29). Tale
scelta ¢ stata effettuata sia sulla base della risoluzione del cristallo, sia sulla base della

similarita strutturale dell’inibitore cristallizzato con i composti oggetto di studio [95,99].

Figura 29. Binding mode del derivato purinico AP24283 nel sito catalitico di Abl.
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Durante 1’analisi, per ogni ligando sono state generate 30 pose diverse: di queste sono
state considerate ottimali quelle che si sovrapponevano meglio con il core imidazo-
pirimidinico di AP24283 permettendo la formazione di due legami idrogeni essenziali
per un’efficace interazione con I’enzima, ovvero tra il gruppo NH al C-6 e N-7
dell’inibitore rispettivamente con il gruppo carbonilico e I'NH del residuo di M318
(Figura 29). Nei composti con un carbonio chirale le pose sono state generate per i singoli

enantiomeri R ed S.

Cmp numero pose sovrapponibili (n) (%)
4a R 1(3,33%)

4a S 10 (33,33%)

4b R 2 (6,67%)

4b_S 9 (30,00%)

4c R 3 (10,00%)

4c S 9 (30,00%)

4d R 4 (13,33%)

4d_S 12 (40,00%)

5a E 4 (13,33%)

Tabella 3. Numero di pose sovrapponibili ad AP24283 dei nuovi derivati purinici 6,9-

disostituiti.

Dall’analisi delle pose (Tabella 3) si evince che gli enantiomeri S hanno tutti un numero
maggiore di pose sovrapponibili ad AP24283 rispetto ai corrispondenti enantiomeri R;

tuttavia, le pose di docking degli enantiomeri R ed S sono comparabili (Figura 30).

I composti piu interessanti sono risultati il 4a_S (33,33%) ed 4d_S (40%).
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Figura 30. Binding mode dei composti 4a_R (in azzurro) e 4a_S (in fucsia).

Inoltre, il composto 4a_S ed il suo corrispondente analogo vinilico Sa_E mostrano pose

sovrapponibili (Figura 31).

Figura 31. Binding mode dei composti 4a_S (in azzurro) e 5a_E (in viola).
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Lo studio in silico ha inoltre evidenziato che i derivati purinici precedentemente
sintetizzati che presentavano in C-6 1’anilina ed aniline variamente sostituite (AC72 S,
AC76 S, AC79 S), cosi come i composti purinici ancora da sintetizzare analoghi delle
pirazolo-pirimidine S2 ed SI159 (Tabella 2) caratterizzati dalla presenza della
feniletilamina e feniletilamina p-metil sostituita, hanno percentuali di pose migliori
rispetto alle purine con benzilamine nella medesima posizione (Tabella 4), nonostante
tutti 1 composti riuscivano ad accomodarsi all’interno del sito catalitico dell’enzima

(Figura 32).

Cmp R % pose #CH;
AC72_S NHC¢Hs 60.0% 0
AC76_S NHC¢Hs-mBr 73.3% 0
AC79 S NHCsH4-mF 80.0% 0

4a S NHCH,C¢Hjs 33.3% 1

4d_S NHCH,CeHy-pF 40.0% 1

X_S NHCHQCH2C6H5 53.3 % 2

y_S NHCH,CH,Ce¢Hs-pMe 73.3% 2

Tabella 4. Confronto delle pose sovrapponibili ad AP24283 di derivati purinici sostituiti

con aniline, feniletilamine e benzilamine in C-6.

Figura 32. Binding mode dei composti AC72_S (in viola), x_S (in giallo) e 4a_S (in
fucsia).
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Lo studio di docking ha consentito di ottenere informazioni importanti sui requisiti
strutturali necessari per 1’ottimizzazione delle interazioni con il target, permettendo di
indirizzare la sintesi futura verso nuovi analoghi imidazo-pirimidinici potenzialmente piu

attivi.
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4. CONCLUSIONI

La LMC rappresenta la piu grave forma di leucemia ed attualmente 1’utilizzo di inibitori
delle TKs rappresenta il trattamento di prima linea utilizzato. Nonostante i progressi
ottenuti e lo sviluppo di diverse classi di inibitori si pone I’attenzione sulla necessita di
trovare nuovi agenti in grado di superare lo sviluppo di resistenza che spesso si presenta
durante la terapia. Il gruppo di ricerca presso cui ho svolto il mio lavoro di tesi si occupa
gia da anni della sintesi di composti antitumorali quali inibitori ATP-competitivi delle
tirosin-chinasi Abl e/o Src. In particolare, ¢ stata sintetizzata una libreria di composti
caratterizzati da uno scaffold pirazolo-pirimidinico variamente sostituito nelle posizioni
N-1, C-4 e C-6. Molti di questi derivati hanno mostrato una potente attivita inibitoria nei
confronti di Abl e/o Src nel range micro-nanomolare di ICso ed una promettente attivita
antitumorale sia in vivo che in vitro in diversi modelli tumorali in cui Abl e/o Src risultano
deregolate. Inoltre, alcuni composti della serie avevano mostrato un’interessante attivita

inibitoria nei confronti della forma mutata AbI™">!,

Sulla base degli ottimi risultati ottenuti dalla libreria in-house e con lo scopo di
incrementare le informazioni di SAR, si € pensato di sintetizzare nuovi analoghi purinici
mediante sostituzione isosterica del nucleo pirazolico con un nucleo imidazolico. In
particolare, inizialmente ci si ¢ focalizzati verso la sintesi solo degli analoghi purinici dei
composti pirazolo-pirimidinici che avevano mostrato una Ki per Abl e Src inferiore o
uguale a 3uM e caratterizzati dalla presenza di amine variamente sostituite in C-4, dalla
catena 2-cloro-2-feniletilica in N-1 e non sostituiti in C-6. Questa scelta ¢ stata anche
avvalorata dal fatto che in letteratura sono riportati diversi derivati a struttura purinica
6,9-disostituiti come inibitori di Abl e/o Src. Inoltre, & stato dimostrato che 1’assenza di
un sostituente in posizione C-2 potrebbe favorire la selettivita nei confronti della forma
inattiva della chinasi Abl, ovvero la DFG-out, che ¢ considerata la forma ottimale sulla
quale agire. Dalla stessa libreria, sono stati inoltre selezionati composti pirazolo-
pirimidinici con un linker vinilico in N-1 che avevano mostrato attivita inibitoria
esclusivamente verso Abl o Src. Lo scopo era studiare se la sostituzione del pirazolo con
I’imidazolo fosse in grado di incrementare I’attivita su una od entrambe le chinasi
considerato che in letteratura erano stati riportati inibitori di Abl e/o Src a struttura

purinica caratterizzati dalla presenza dello stesso gruppo vinilico in N-9. Inoltre, in
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composti che si legavano alla conformazione DGF-out di Abl, il linker vinilico
permetteva di superare 1’ingombro sterico causato dal residuo di isoleucina, consentendo
percid I’inibizione anche della forma mutata Abl™'5!, Inoltre, tramite studi di molecular
modelling era stata studiata 1’interazione con Abl dei derivati pirazolo-pirimidinici non
sostituiti in C-6 della libreria in-house ed in base ai risultati ottenuti la sostituzione
isosterica del pirazolo con I’imidazolo non dovrebbe portare alla perdita delle caratteriste
strutturali essenziali per 1’interazione con la chinasi sia nella forma wild-type sia nella

forma mutata T3151.

In questo contesto si ¢ inserito il mio lavoro di tesi, che ha riguardato la sintesi degli
analoghi purinici 4a-d e Sa non sostituiti alla posizione C-2, funzionalizzati al C-6 con
benzilamina o benzilamine variamente sostituite ed all’N-9 rispettivamente con la catena
2-cloro-2-feniletilica o un linker vinilico, con I’obiettivo di valutarne inizialmente la

potenziale attivita inibitoria nei confronti di AbI™.

Sono attualmente in corso i saggi di inibizione nei confronti della chinasi a cui seguiranno,
sui composti piu attivi, test su cellule di LMC che esprimono 1’oncogene Bcr-Abl e test
enzimatici sulla forma mutata AbI™!*!, Inoltre, sono stati conclusi studi computazionali
al fine di ottenere maggiori informazioni sul binding mode dei nuovi analoghi sintetizzati,
utilizzando una struttura cristallografica in cui I’inibitore AP24283, gia noto in letteratura
come inibitore duale Abl/Src, ¢ cristallizzato nel sito catalitico di Abl (PDB code 3kf4).
Per ciascun enantiomero dei composti chirali sintetizzati 4a-d e per il composto 5a, sono
state generate 30 pose diverse. Di queste sono state valutate positivamente quelle che si
sovrapponevano in maniera ottimale con la struttura imidazo-pirimidinica dell’inibitore
preso come riferimento, in modo tale da permettere la formazione dei legami ad idrogeno

essenziali con il residuo di M318.

Analizzando le pose, si evince che gli enantiomeri S di ogni composto hanno un numero
maggiore di pose sovrapponibili ad AP24283 rispetto agli enantiomeri R. Nonostante

questo, le pose di docking dei due enantiomeri sono risultati comparabili.

Gli analoghi piu interessanti che sono emersi dallo studio in silico sono il 4a_S (33,33%)
e il 4d_S (40%). Inoltre, il composto 4a_S ed il suo corrispondente analogo vinilico Sa

mostrano pose comparabili. Infine, ¢ stato evidenziato che 1 derivati purinici
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precedentemente sintetizzati caratterizzati dalla presenza in C-6 dell’anilina o aniline
variamente sostituite, cosi come gli analoghi da sintetizzare che presentano la
feniletilamina e la feniletilamina p-metil sostituita, riportano percentuali di pose migliori

rispetto ai derivati caratterizzati da benzilamine nella stessa posizione.

Lo studio di docking si ¢ rivelato fondamentale nella previsione di un’ipotetica attivita
inibitoria dei composti sintetizzati verso Abl ed ha permesso 1’acquisizione di
informazioni fondamentali al fine di ottimizzare 1’interazione di futuri analoghi con il

target biologico.
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5. PARTE SPERIMENTALE

I punti di fusione sono stati determinati con Buchi B-540. Gli spettri 'H NMR (400 MHz)
e '°C NMR (101 MHz) sono stati registrati in dimetilsolfossido deuterato (DMSO-Dy)
utilizzando un apparecchio JEOL JNM ECZ-400S/L1 FT, 6 in ppm, J in Hz. Tutti i
composti sono stati analizzati per C, H, N con un analizzatore elementare Thermo
Scientific Flash 2000; 1 risultati analitici sono compresi nell’intervallo + 0.4% rispetto ai
valori teorici. La purificazione per cromatografia ¢ stata eseguita in colonna impaccata

con gel di silice 60 A, con particelle delle dimensioni di 220-440 mesh.

Sintesi del 2-((5-amino-6-cloropirimidin-4-il)amino)-1-feniletan-1-olo

(8) [108]

Ad una soluzione di 4,6-dicloropirimidin-5-ammina 6 (2.0 g, 12.2 mmol) in 1-propanolo
(42 mL) si aggiungono trietilammina (1.8 mL, 13.0 mmol) ed il 2-amino-1-feniletan-1-
olo 7 (2.4 g, 17.4 mmol). La miscela di reazione ¢ posta a riflusso per 24 h.
Successivamente, dopo raffreddamento, il solvente di reazione € evaporato a pressione
ridotta. Il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia su gel di silice usando
etilacetato (EtOAc) come solvente di eluizione, ottenendo il composto 2-((5-amino-6-

cloropirimidin-4-il)amino)-1-feniletan-1-olo 8 desiderato.

Pf: 168-169 °C; resa: 90%; 'H NMR (400 MHz, DMSO-D¢) § 7.71 (s, 1H, NH), 7.35-
7.28 (m, 4H, Ar), 7.23-7.19 (m,1H, Ar), 6.96 (t, 1H, J= 5.6 Hz, Ar), 5.51 (d, /=4.4 Hz,
2H, OH), 5.04 (bs, 2H, NH>), 4.76 (dt, /= 8.5, 4.4 Hz, 1H), 3.65-3.60 (m, 1H), 3.37-3.32
(m, 1H); '*C NMR (101 MHz, DMSO-Ds) & 152.53, 146.09, 144.42, 137.26, 128.60,
127.57, 126.49, 124.20, 71.16, 49.64. Anal. Calcd. per C12H13CIN4O; C, 54.45; H, 4.95;
N, 21.17. Trovata: C, 54.25; H, 4.71; N, 21.01.
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Sintesi del 2-(6-cloro-9 H-purin-9-il)-1-feniletan-1-olo (9) [109]

Ad una soluzione di 2-((5-amino-6-cloropirimidin-4-il)amino)- 1-feniletan-1-olo 8 (1.0 g,
3.8 mmol) si aggiungono trietil-ortoformiato (31.5 mL) ed acido p-toluensolfonico (0.78
g, 4.5 mmol). La miscela di reazione viene posta sotto agitazione a temperatura ambiente
per 24 h. Si ottiene cosi un precipitato che viene filtrato e successivamente trattato con
una soluzione satura di bicarbonato di sodio (NaHCO3) (15 mL). Si procede con
estrazione, utilizzando EtOAc (3 x 15 mL); la fase organica viene quindi essiccata con
solfato di sodio (Na;SO4) anidro. Dopo filtrazione ed evaporazione del solvente a
pressione ridotta si ottiene il composto 2-(6-cloro-9H-purin-9-il)-1-feniletan-1-olo 9 che

viene utilizzato nello step di reazione successivo senza ulteriori purificazioni.

Pf: 142-144°C; resa: 82%; 'H NMR (400 MHz, DMSO-De) & 8.72 (s, 1H, Ar), 8.56 (s,
1H, Ar), 7.34-7.27 (m, 4H, Ar), 7.25-7.21 (s, 1H, Ar), 5.79 (d, J = 4.5 Hz, 2H, OH), 5.01
(dt, J= 8.4, 4.1 Hz, 1H), 4.43 (dd, J = 13.9, 4.1 Hz, 1H), 4.36 (dd, J = 13.9, 8.4 Hz, 1H);

3C NMR (101 MHz, DMSO-Ds) § 152.69, 151.96, 149.33, 148.55, 142.36, 131.13,
128.81, 128.17, 126.47, 70.94, 51.53. Anal. Calcd. per C13H11CIN4O; C, 56.84; H, 4.04;
N, 20.40. Trovata: C, 56.60; H, 4.27; N, 20.19.

Sintesi della 6-cloro-9-(2-cloro-2-feniletil)-9 H-purina (10)

Nel pallone di reazione si mette la N, N-dimetilformammide (DMF) anidra (0.73 mL, 9.44
mmol) e si aggiunge ossicloruro di fosforo goccia a goccia (0.43 mL, 4.56 mmol). 11
pallone di reazione ¢ posto sotto agitazione a temperatura ambiente per 15 minuti. Si
aggiunge quindi una soluzione del 2-(6-cloro-9H-purin-9-il)-1-feniletan-1-olo 9 (0.30 g,
1.09 mmol) in cloroformio (30 mL) e si pone a riflusso per 2 ore. Dopo raffreddamento,
si procede con un lavaggio con acqua (30 mL), si separa la fase organica e si essicca con
NazS04 anidro. Dunque, si filtra e si evapora il solvente a pressione ridotta in modo tale
da ottenere il composto 6-cloro-9-(2-cloro-2-feniletil)-9H-purina 10 desiderato con una

resa del 99%. L’intermedio viene utilizzato nel prossimo step senza ulteriori purificazioni.
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Pf: 114-115°C; '"H NMR (400 MHz, DMSO-Ds) § 8.76 (s, 1H, Ar), 8.65 (s, 1H, Ar), 7.48-
7.46 (m, 2H, Ar), 7.39- 7.31 (m, 3H, Ar), 5.69 (dd, J = 8.9, 5.7 Hz, 1H), 4.95 (dd, J =
14.5, 8.9 Hz, 1H), 4.84 (dd, J = 14.5, 5.7 Hz, 1H); 1*C NMR (101 MHz, DMSO-Dy) §
152.47, 152.31, 149.69, 148.01, 138.01, 131.06, 129.78, 129.42, 127.99, 60.86, 50.46.
Anal. Calced. per Ci3H10Cla2Ng; C, 53.26; H, 3.44; N, 19.11. Trovata: C, 53.47; H, 3.23; N,
19.35.

Sintesi dei derivati purinici 4a-d

Ad una soluzione dell’intermedio chiave 6-cloro-9-(2-cloro-2-feniletil)-9H-purina 10
(0.1 g, 0.34 mmol) in toluene (5 mL) si aggiunge 1’opportuna benzilamina (4 eq.) e la
reazione si lascia sotto agitazione a temperatura ambiente per 48 h. Il solvente di reazione
viene evaporato a pressione ridotta ed il grezzo ottenuto viene purificato mediante
cromatografia su gel di silice utilizzando EtOAc come solvente di eluizione per ottenere

1 derivati purinici 4a-d desiderati.

Sintesi della N-benzil-9-(2-cloro-2-feniletil)-9 H-purin-6-amina (4a)
NH
N XN
|)\/E >
L AN
Cl

Pf: 199-200°C, resa: 49%; ammina: benzilamina (0.15 mL); "H NMR (400 MHz, DMSO-
Ds) 6 8.33 (bs, 1H, NH), 8.19 (s, 1H, Ar), 8.07 (s, 1H, Ar), 7.48-7.47 (m, 2H, Ar), 7.38-
7.33 (m, 3H, Ar), 7.30-7.23 (m, 4H, Ar), 7.18-7.14 (m, 1H, Ar), 5.63 (dd, /= 8.9, 5.8 Hz,
1H), 4.79 (dd, J=14.3, 8.9 Hz, 1H), 4.71-4.65 (m, 3H, CH + CH.); *C NMR (101 MHz,
DMSO-Dg) 6 154.86, 153.11, 149.47, 141.37, 140.63, 138.38, 129.67, 129.40, 128.74,
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128.02, 127.71, 127.15, 119.34, 61.03, 49.87, 43.42. Anal. Calcd. per C20HisCINs; C,
66.02; H, 4.99; N, 19.25. Trovata: C, 65.90; H, 5.10; N, 19.41.

Sintesi della 9-(2-cloro-2-feniletil)-/NV-(2-fluorobenzil)-9 H-purin-6-amina (4b)

F

NH
NN
|)j: S
LAy

cl

Pf: 156-157°C, resa: 62%; ammina: o-fluoro benzilamina (0.16 mL); '"H NMR (400 MHz,
DMSO0-Dg) 8 8.21 (bs, 1H, NH), 8.20 (s, 1H, Ar), 8.09 (s, 1H, Ar), 7.49-7.47 (m, 2H, Ar),
7.39-7.33 (m, 3H, Ar), 7.31-7.20 (m, 2H, Ar), 7.15-7.05 (m, 2H, Ar), 5.64 (dd, J = 8.9,
5.8 Hz, 1H), 4.80 (dd, J = 14.4, 8.9 Hz, 1H), 4.72-4.67 (m, 3H, CH + CH,); *C NMR
(101 MHz, DMSO-Dg) 6 160.54 (d, J = 243.8 Hz), 154.83, 153.08, 149.54, 141.55,
138.37, 129.67, 129.40, 129.10 (d, /= 8.1 Hz), 128.02, 127.22, 127.07, 124.77 (d,J=3.4
Hz), 119.43, 115.53 (d, J=21.1 Hz), 61.04, 49.89, 37.29. Anal. Calcd. per C20H7CIFNs;
C, 62.91; H, 4.49; N, 18.34. Trovata: C, 63.05; H, 4.33; N, 18.44.

Sintesi della 9-(2-cloro-2-feniletil)-/N-(3-fluorobenzil)-9 H-purin-6-amina (4c)
NH
N XN
mﬁ >
N N
Cl
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Pf: 182-183°C, resa: 48%; ammina: m-fluoro benzilamina (0.16 mL); 'H NMR (400
MHz, DMSO-Ds) & 8.38 (bs, 1H, NH), 8.20 (s, 1H, Ar), 8.09 (s, 1H, Ar), 7.49-7.46 (m,
2H, Ar), 7.39-7.27 (m, 4H, Ar), 7.15-7.08 (m, 2H, Ar), 7.00 (td, J = 8.1, 1.7 Hz, 1H),
5.63 (dd, J= 8.9, 5.8 Hz, 1H), 4.79 (dd, J = 14.4, 8.9 Hz, 1H), 4.72-4.67 (m, 3H,
CH + CH2), >*CNMR (101 MHz, DMSO-Ds) § 162.71 (d, J=243.2 Hz), 154.76, 153.09,
149.54, 143.75, 141.53, 138.37, 130.70 (d, J = 8.2 Hz), 129.66, 129.39, 128.02, 123.68
(d, J=2.6 Hz), 119.37, 114.32 (d, J = 21.4 Hz), 113.93 (d, J = 20.7 Hz), 61.03, 49.89,
43.03. Anal. Calcd. per C20H17CIFNs; C, 62.91; H, 4.49; N, 18.34. Trovata: C, 62.75; H,
4.36; N, 18.23.

Sintesi della 9-(2-cloro-2-feniletil)-/N-(4-fluorobenzil)-9 H-purin-6-amina (4d)

NH
NN
|)i S
L Ay

cl

Pf: 176-178°C, resa: 42%, ammina: p-fluoro benzilamina (0.16 mL); 'H NMR (400 MHz,
DMSO-Ds) 6 8.32 (bs, 1H, NH), 8.20 (s, 1H, Ar), 8.07 (s, 1H, Ar), 7.48-7.46 (m, 2H, Ar),
7.38-7.32 (m, 5H, Ar), 7.07 (t, J= 8.9 Hz, 2H, Ar), 5.63 (dd, J = 8.9, 5.8 Hz, 1H), 4.79
(dd, J=14.3, 8.9 Hz, 1H), 4.72-4.63 (m, 3H, CH + CH>); '*C NMR (101 MHz, DMSO-
Ds) 6 161.63 (d, J=241.9 Hz), 154.75, 153.10, 149.52, 141.43, 138.37, 136.79, 129.71
(d, J= 8.1 Hz), 129.67, 129.39, 128.02, 119.35, 115.45 (d, J = 21.3 Hz), 61.03, 49.88,
42.76. Anal. Calcd. per Coo0H17CIFNs, C, 62.91; H, 4.49; N, 18.34. Trovata: C, 62.75; H,
4.34; N, 18.11.
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Sintesi della (E)-V-benzil-9-stiril-9 H-purin-6-amina (5a)

Ad una soluzione di N-benzil-9-(2-cloro-2-feniletil)-9H-purin-6-amina 4a (0.1 g, 0.3
mmol) in etanolo (3 mL) si aggiunge idrossido di sodio (0.3 g, 7.2 mmol) in acqua (3 mL)
e si pone la reazione a riflusso per 5 h. Dopo raffreddamento, il solvente di reazione viene
evaporato sottovuoto e il grezzo ottenuto viene purificato mediante cromatografia su gel
di silice utilizzando una miscela EP:EtOAc (1/1) come solvente di eluizione per ottenere

il derivato purinico 5a desiderato.
NH
NN
LA
N N
X

Pf: 183-184 °C, resa: 43%; "H NMR (400 MHz, DMSO-De) & 8.52-8.50 (m, 1H, NH +
Ar), 8.29 (s, 1H, Ar), 7.87 (d, J = 14.8 Hz, 1H, CH=), 7.62 (d, J = 14.8 Hz, 1H, CH=),
7.55-7.52 (m, 2H, Ar), 7.37 (t, J= 7.7 Hz, 2H, Ar), 7.33-7.31 (m, 2H, Ar), 7.26 (t, J=7.3
Hz, 3H, Ar), 7.20-7.15 (m, 1H, Ar), 4.69 (bs, 2H, CHa); 3C NMR (101 MHz, DMSO-Ds)
5 154.98, 153.69, 148.68, 140.49, 139.72, 135.55, 129.46, 128.77, 128.30, 127.70,
127.19, 126.68, 121.74, 120.19, 119.77, 43.44. Anal. Calcd. per. C20H17Ns; C, 73.37; H,
5.23; N, 21.39. Trovata: C, 73.21; H, 5.04; N, 21.23.
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