
 
 

UNIVERSITÀ DEGLI STUDI DI GENOVA 

 

 

 

 

SCUOLA DI SCIENZE MEDICHE E FARMACEUTICHE 

DIPARTIMENTO DI FARMACIA 

 

CORSO DI LAUREA MAGISTRALE IN CHIMICA E TECNOLOGIA 

FARMACEUTICHE 

 

 

TESI SPERIMENTALE DI LAUREA 

 

 

Sintesi e valutazione biologica di inibitori di Src utilizzabili in 

modelli preclinici di glioblastoma  

 

Relatrice:  

Chiar.ma Prof.ssa Silvia Schenone  

                                                                                                                           Candidato: 

Giovanni B. Iannace 

 

 

Anno Accademico 2020-2021 

 



2 
 

ABSTRACT 

 

Il glioblastoma multiforme (GBM) è il tumore maligno più letale tra quelli che colpiscono il 

sistema nervoso centrale (SNC). L’anomala attivazione delle tirosina chinasi (TKs) causa una 

sovraregolazione della cascata di azioni a valle che coinvolge anche le TKs non recettoriali Src 

e Abl. L’ipeattivazione di Src promuove la proliferazione e la migrazione delle cellule ed è 

collegata alla progressione del tumore, alla neoangiogenesi e alla sua metastatizzazione. Tra le 

molecole identificate come inibitori di Src e attive sul GBM, si può annoverare il composto 

SI221. SI221 è stato sintetizzato dal gruppo di ricerca dove ho svolto il mio lavoro di tesi 

sperimentale e ha mostrato una migliore stabilità metabolica e maggior capacità di passare la 

barriera ematoencefalica (BEE) rispetto ad altre molecole che inibiscono Src, quale PP2. Sulla 

base di questi risultati, il gruppo di ricerca ha pensato di intraprendere un progetto volto alla 

scoperta di nuovi inibitori di Src e Abl con maggiore attività rispetto a SI221 sul GBM.  

In particolare, si è partiti da molecole di precedente sintesi, attive come inibitori di Src e non 

ancora valutate per il trattamento del GBM per poi progettare e sintetizzare una nuova serie di 

composti potenzialmente attivi verso questo tumore. Tra questi, oggetto della mia tesi 

sperimentale di laurea sono i composti 11a-d. 

Le molecole da me sintetizzate sono state inviate al Dott. Maga e ai suoi collaboratori 

dell’Istituto di Genetica Molecolare del CNR-Pavia per i saggi biologici. Dai test enzimatici 

effettuati, i composti 11a,b sono risultati i più attivi e meritevoli di ulteriori approfondimenti e 

sviluppi.  
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1.   INTRODUZIONE 

 

Il glioblastoma multiforme (GBM) è il tumore maligno più comune e letale tra quelli che 

colpiscono il sistema nervoso centrale (SNC). La sopravvivenza media dei pazienti è tra i 13 e 

i 15 mesi e la sopravvivenza a 5 anni è estremamente bassa, intorno al 5% [1]. 

Il GBM è stato il primo tipo di tumore ad essere sistematicamente studiato dalla “Cancer 

Genome Atlas Research Network (TCGA)” [2]. L’analisi genomica e trascrittomica ha 

identificato una deregolazione delle proteine TP53, RB1 e di varie tirosina chinasi (TK) nella 

patogenesi del GBM [3]. L’attivazione anomala di alcune TK provoca una sovraregolazione 

della cascata di segnalazione a valle che coinvolge l’attivazione delle vie chinasiche di MAPK 

e ERK e delle TK non recettoriali, tra cui Src e Abl [4]. 

La malignità del GBM è causata dalla larga eterogeneità delle cellule cancerose che sono in 

continua evoluzione. Le cellule tumorali e non, nel microambiente tumorale (tumor 

microenvironment, TME), cooperano alla promozione dell’espressione anomala di un gruppo 

di citochine infiammatorie che innescano la neoangiogenesi e l’evasione dalla risposta 

immunitaria, aumentando ulteriormente l’aggressività del tumore [5]. Inoltre, la cooperazione 

tra cellule tumorali e non nel TME garantisce l’adattamento delle cellule tumorali, sfruttando 

riprogrammazioni metaboliche necessarie a promuovere la crescita tumorale [6]. Il trattamento 

del GBM comprende la resezione chirurgica, seguita da radioterapia e contemporaneamente da 

una chemioterapia di supporto con Temozolomide (TMZ) [7]. 

Il TMZ è un agente alchilante somministrato per via orale che aumenta anche le specie reattive 

dell’ossigeno (ROS), causando danni a livello del DNA e inducendo la morte per apoptosi delle 

cellule. Anche se la terapia con TMZ produce inizialmente effetti terapeutici, il GBM 

solitamente sviluppa resistenza a questo farmaco, portando ad una bassa percentuale di 

sopravvivenza [7]. I principali meccanismi di resistenza sono associati all’eterogeneità e 
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all’evoluzione del tumore, alla sostenuta produzione di citochine infiammatorie, al 

rinnovamento del metabolismo ed infine, all’anomala funzionalità della risposta al danno del 

DNA e ai suoi meccanismi di riparazione [8-11]. 

Le connessioni tra un’alterata attivazione del segnale delle TKs nel GBM e la sua resistenza 

alla terapia sono state soltanto parzialmente identificate. 

 

1.1.  TIROSINA CHINASI RECETTORIALI E GBM 

 

Studi sul genoma umano hanno identificato un’anomala funzionalità delle tirosina chinasi 

recettoriali (RTKs) come caratteristica principale del GBM [3]. Tra queste RTKs il Recettore 

del Fattore di Crescita Epidermica (EGFR) è costitutivamente attivato in circa il 57% dei casi 

di GBM. EGFR (ErbB1) è una RTK che appartiene alla famiglia ErbB. In condizioni normali, 

EGFR viene attivato in seguito al legame con i suoi ligandi specifici, tra cui il Fattore di Crescita 

Epidermico (EGF). Nel GBM questa regolazione è frequentemente persa e il segnale EGFR è 

quindi sovra regolato a causa di una serie di meccanismi indipendenti dai fattori di crescita. 

L’espressione di EGFR può essere aumentata a causa dell’amplificazione della regione del 

cromosoma 7 o può essere costitutivamente attivata da specifiche mutazioni. La mutazione più 

comune dell’EGFR, EGFR variant v (III), ha un dominio extracellulare modificato ed è 

costitutivamente attiva nel GBM, indipendentemente dall’EGF [12]. 

Oltre alla deregolazione dell’EGFR, il GBM è spesso caratterizzato da una anomala attivazione 

di altre RTK. Complessivamente, è stata trovata almeno una RTK alterata nel 67,3% dei GBM 

e in alcuni contesti, l’eterogeneità del tumore include una simultanea deregolazione di due RTK 

[12]. La prevalenza dell’attivazione anomala di EGFR nel GBM rende questa chinasi un target 

eccellente per potenziali terapie. Infatti, negli ultimi anni sono stati sviluppati approcci 

terapeutici basati sugli inibitori di EGFR e sono in corso studi clinici, sebbene i risultati finora 
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ottenuti siano stati piuttosto deludenti [12]. L’eterogeneità del tumore e la sua evoluzione così 

come la ridondanza dei segnali spiega la resistenza primaria o acquisita nella maggiore parte 

dei casi. Poiché le RTK condividono diversi effettori a valle che partecipano alla segnalazione 

chinasica, una strategia alternativa potrebbe basarsi sull’identificazione di targets a valle delle 

RTKs, quali la TK citoplasmatica Src. 

 

1.2.  CHINASI SRC 

 

Src è stato il primo oncogene identificato [13-15] ed è il capostipite di un gruppo di tirosina 

chinasi non recettoriali, denominate Src family kinases (SFKs), che mostrano una regione N-

terminale che può essere miristilata e può promuovere l’interazione con la membrana 

plasmatica, una regione unica (unique domain) specifica per ogni membro della SFK, un 

dominio SH3 (SRC Homology 3), un dominio SH2 che regola l’interazione di Src con i residui 

di tirosina fosforilati, consentendo interazioni intramolecolari e intermolecolari, e un dominio 

SH1, che è il dominio catalitico della chinasi [16]. Lo studio della struttura di Src ha rivelato 

un complesso di interazioni intramolecolari che assicurano la modulazione della sua attività 

[16,17]. Nel cancro, l’attività delle chinasi Src è spesso sovraregolata in modo aberrante, e ciò 

porta alla trasduzione anomala della sua cascata di segnali, che può promuovere la 

proliferazione e la migrazione delle cellule ed è stata collegata alla progressione del tumore, 

alla neoangiogenesi e metastatizzazione [18,19]. È stato dimostrato che l’attività delle SFK, è 

sovra regolata nel GBM rispetto al tessuto cerebrale sano [20]. Inoltre, un’elevata attività di Src 

è stata riportata anche in un pannello di linee di cellule di GBM [21]. È importante sottolineare 

che nel GBM il gene Src non è amplificato né mutato e i suoi livelli di espressione di mRNA 

non risultano aumentati [2], indicando come il coinvolgimento Src nel GBM, analogamente ad 

altri tumori, si basi principalmente sulla sua l’iperattivazione [18,19]. Tale iperattivazione può 
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contribuire significativamente ad aumentare alcuni processi, tra cui l’infiammazione e il 

metabolismo, che contribuiscono all’instaurazione del microambiente tumorale e allo sviluppo 

della patologia. Queste evidenze suggeriscono che Src può essere un target importante per 

inibire questi processi e quindi interferire con la crescita del tumore. 

 

1.3. MICROAMBIENTE TUMORALE E INFIAMMAZIONE 

 

Una delle principali forze trainanti del GBM è collegata al suo TME che contribuisce alla 

grande eterogeneità di questo tumore e supporta in modo significativo la crescita del tumore 

stesso. 

Il TME è formato da tutte le cellule non cancerose interne al tumore (cellule stromali) quali 

astrociti, fibroblasti, cellule immunitarie, microglia/macrofagi, cellule endoteliali e periciti. In 

aggiunta sono presenti cellule staminali di glioblastoma (GSCs), una piccola popolazione di 

cellule con proprietà invasive e proliferative, che conferiscono al tumore l’abilità di invadere i 

tessuti sani del cervello e contribuire così alla resistenza nei confronti della terapia [22]. 

Biomolecole proteiche e non proteiche (i.e., polisaccaridi, ormoni, ossido nitrico, ecc.), prodotte 

da tutti i tipi di cellule presenti nel TME, insieme alla una matrice extracellulare (ECM) alterata 

e al fluido interstiziale contribuiscono al complesso del TME e alla sua capacità di favorire la 

crescita del tumore [5]. 

È importante sottolineare che un pool significativo di citochine pro-infiammatorie, chemochine 

e fattori di crescita è secreto dal cancro e dalle cellule non cancerose che concorrono a sostenere 

l’azione del TME. Questo evento è innescato dall’attivazione di fattori di trascrizione pro-

infiammatori, come STAT3, NF-kb [10,23,24]. Si osserva pertanto un aumento della 

proliferazione, invasività e/o potenziale sviluppo delle cellule staminali del GBM [25]. 
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In particolare, cellule monocitiche con diversa origine (i.e, macrofagi associati a tumori o TAM) 

sono reclutate all’interno del TME insieme con la microglia residente dalle GSC. Tutte queste 

cellule sono definite Glioma-Associated Microglia/Macrophages (GAM) [5]. Secernendo 

fattori immuno-modulatori, le GAM orchestrano le altre cellule immunitarie che entrano nel 

cervello, portando così all’infiammazione cronica e facilitando la proliferazione, sopravvivenza 

e invasione del tumore. Questi fattori immuno-modulatori includono citochine (come TGF-β), 

chemochine, e fattori di crescita (inclusi fattore di crescita dei fibroblasti, FGF-2, e fattore 

stimolante le colonie granulociti-monociti, GM-CSF) [25,26]. Tra questi, il TGF-β rilasciato 

dai TAM, induce l’espressione delle metalloproteinasi di matrice (MMP) da parte del tumore, 

promuovendo il rimodellamento e la degradazione della matrice extracellulare, aumentando 

così l’invasione di GCS. Inoltre, il TGF-β secreto dalle GSC, promuove il fenotipo 

immunosoppressivo M2 dei GAM, inibendo così la proliferazione delle cellule T e 

promuovendo la progressione del tumore [25,26]. 

Il TME quindi ha un ruolo primario nella progressione del tumore [27,28] e nella resistenza alla 

terapia [10,29-31].  

L’attuale terapia standard si rivolge prevalentemente alle cellule non staminali, ma è 

fondamentalmente inefficace contro la piccola popolazione di GSC che è in ultima analisi 

responsabile della recidiva del tumore [22]. In aggiunta, gli alti livelli di fattori infiammatori, 

come IL-6, IL-8, sono stati identificati sia nei terreni di diverse linee cellulari di GBM sia nel 

microambiente dei campioni clinici. Questi fattori sostengono il processo infiammatorio 

all’interno del TME e danno un significativo contributo alla resistenza alla TMZ in vitro 

[10,32,33]. 
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1.3.1. SRC MODULA L’INFIAMMAZIONE NEL MICROAMBIENTE 

TUMORALE 

 

Molti studi hanno mostrato che il network dei segnali di Src ha un ruolo chiave nella regolazione 

del dinamismo del TME. L’attivazione di Src innesca la segnalazione a valle attraverso i 

percorsi RAS/MAPK e PI3K/AKT, promuovendo la proliferazione, la sopravvivenza e 

l’invasione tumorale [34]. 

Inoltre, Src influenza la distribuzione dei componenti delle proteine di adesione focale e regola 

il segnale delle integrine e l’espressione delle proteine ECM [35,36]. Quindi, alterazioni dei 

livelli di Src portano alla riduzione dell’interazione cellula-cellula e dell’adesione cellula-ECM, 

supportando i cambiamenti di TME. 

Inoltre, è stato dimostrato che Src può modulare il dinamismo del TME e anche regolare il 

movimento e le infiltrazioni delle cellule immunitarie nel tumore [37]. È interessante notare 

che l’iperattivazione di Src potrebbe verificarsi sia nelle cellule tumorali sia nelle cellule 

infiammatorie immunitarie a causa del rilascio delle citochine infiammatorie nel TME [38,39]. 

L’iperattivazione di Src a sua volta può promuovere l’attivazione o la sovra espressione di 

fattori di trascrizione pro-infiammatori [40,41]. In particolare, le cellule tumorali rilasciano 

chemochine che permettono l’attivazione di Src nelle cellule immunitarie, che a loro volta 

rilasciano altre citochine attivando reciprocamente Src nelle cellule tumorali attraverso un 

meccanismo di feedback positivo. Pertanto, l’attivazione di Src è guidata da citochine pro-

infiammatorie e, a sua volta, la produzione di citochine è guidata da Src in un dialogo incrociato 

tra tumore e infiammazione [37]. 

L’infiammazione nel GBM è correlata alla crescita tumorale [10]. Tuttavia, i percorsi coinvolti 

nella produzione di citochine nelle cellule GBM, così come il ruolo di Src in esso, non sono 

stati ancora completamente chiariti. 
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In generale, nei tumori la mutazione dell’oncogene RAS attiva la produzione di citochine 

[10,42,43]. Sebbene la mutazione RAS non sia generalmente coinvolta nella fisiopatologia del 

GBM, l’amplificazione di EGFR o l’espressione della forma mutata EGFRvIII possono portare 

alla deregolamentazione delle vie RAS e PI3K/AKT. La deregolamentazione dell’EGFR nel 

GBM determina una forte induzione e secrezione di IL-6 e IL-8 [44,10,45]. È interessante 

notare che l’EGFR e il mutante EGFRvIII promuovono l’attività di NF-kB tramite meccanismi 

indipendenti e dipendenti da AKT, supportando ulteriormente la produzione di citochine 

[46,47]. 

In aggiunta, è stato recentemente osservato che l’espressione della caspasi-8 nel GBM 

promuove l’attivazione di NF-kB, la produzione di citochine e la crescita del tumore in vivo 

[33,48]. È importante sottolineare che l’attivazione anomala di Src in linee cellulari di GBM 

promuove la fosforilazione della caspasi-8, portando alla trasformazione neoplastica [49]. Sulla 

base di questi dati, si può ipotizzare che Src promuova l’attività di NF-kB e quindi il TME, 

fosforilando la caspasi-8. 

 

1.3.2. RIPROGRAMMAZIONE METABOLICA E MICROAMBIENTE 

TUMORALE 

 

Le cellule cancerose si basano principalmente sulla glicolisi per la produzione di energia. 

L’effetto Warburg, descritto da Otto Warburg nel 1925, spiega come le cellule cancerose 

modificano il loro metabolismo per sostenere la richiesta di alta energia e di biomolecole, 

utilizzando preferibilmente la glicolisi piuttosto che la fosforilazione ossidativa per produrre 

ATP [50]. Mentre nelle cellule normali il glucosio è metabolizzato attraverso la glicolisi a 

piruvato per produrre infine energia, nelle cellule tumorali avviene la glicolisi aerobica, che 

sposta la produzione di piruvato dal glucosio alla generazione di lattato, anche in condizioni 

normossiche. In tal modo, le cellule tumorali producono una quantità inferiore di ATP (2 
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rispetto alle 36 molecole prodotte dalla fosforilazione ossidativa). Nonostante ciò, l’effetto 

Warburg dà un vantaggio selettivo alle cellule di GBM altamente proliferanti, supportato da 

un’elevata disponibilità di molecole essenziali per la biosintesi di nucleotidi, lipidi e 

amminoacidi. È stato dimostrato che le cellule di GBM metabolizzano più del 90% del glucosio 

attraverso la glicolisi aerobica per produrre NADPH e lattato [51]. È importante sottolineare 

che la secrezione di lattato sostiene la creazione di un TME acido che supporta fortemente la 

crescita, l’invasione e la vascolarizzazione del tumore e che contribuisce all’evasione 

immunitaria [52,53]. Il suo rilascio nello spazio extracellulare, infatti, innesca il reclutamento 

di cellule mieloidi attorno al tumore. Tra questi, macrofagi e microglia acquisiscono un fenotipo 

immunosoppressivo tumorigenico, che aiuta la crescita del tumore, l’invasione e l’angiogenesi 

[53,54]. È stato dimostrato che l’acidificazione stromale promuove l’attivazione delle MMP, 

facilitando così la migrazione e l’infiltrazione delle cellule tumorali [55]. Inoltre, il targeting 

farmacologico dell’efflusso di lattato dalle cellule di GBM influenza fortemente la 

sopravvivenza e l’invasività del tumore, suggerendo l’esplorazione di approcci terapeutici volti 

a spostare il metabolismo delle cellule tumorali e prevenire l’efflusso di lattato [56]. Tuttavia, 

il targeting metabolico nel GBM è particolarmente difficile, principalmente a causa dell’elevata 

eterogeneità di questo tumore in cui le cellule tumorali possono non dipendere solo dall’effetto 

Warburg. In effetti, parecchi nuovi studi sostengono l’idea che la fosforilazione ossidativa 

mitocondriale sia mantenuta anche nelle cellule tumorali, guidando così la tumorigenesi e la 

resistenza alla terapia, almeno in parte [57,58]. Ad esempio, le GSC differiscono 

metabolicamente dalla proliferazione di cellule tumorali che preferiscono la respirazione 

ossidativa mitocondriale [59]. Di conseguenza, l’inibizione della fosforilazione ossidativa nelle 

cellule tumorali può contribuire a combattere la sopravvivenza delle cellule tumorali stesse [60-

62]. In linea con questa eterogeneità, si osserva una diversa deregolamentazione della via del 

pentoso fosfato (PPP), che produce fisiologicamente NADPH e pentoso fosfati, in relazione 
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alle diverse cellule all’interno del tumore. La dipendenza dalla PPP nel GBM, generalmente 

assicurata dalla sovraregolazione di enzimi produttori di NAPDH, cioè isocitrato deidrogenasi 

1 (IDH1) e glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6PDH) [63,64], è un meccanismo di 

sopravvivenza che conferisce alle cellule di glioma ad alto tasso di proliferazione, la possibilità 

di attivare in modo continuo le vie biosintetiche [65] e contribuisce alla resistenza alla terapia 

[63]. È importante sottolineare che la presenza di TME ipossico influenza fortemente la 

riprogrammazione metabolica e il passaggio tra PPP e glicolisi [66]. In effetti, l’ipossia 

promuove la sovraregolazione degli enzimi glicolitici, sostenendo la migrazione e il fenotipo 

invasivo, per sfuggire al danno ipossico. Al contrario, le cellule di glioma nelle aree 

vascolarizzate del tumore sono altamente proliferanti e prevalentemente sostenute da PPP 

[67,68]. Nel complesso, le cellule tumorali GBM e le cellule non tumorali TME si influenzano 

a vicenda e sfruttano reciprocamente la riprogrammazione metabolica per sostenere la 

progressione e la sopravvivenza del cancro. Complessivamente, l’elevata dipendenza del GBM 

dai cambiamenti metabolici sopra descritti suggerisce che l’inibizione dei percorsi chiave 

coinvolti nella riprogrammazione potrebbe aiutare a combattere la progressione del cancro e, 

soprattutto, la resistenza alla terapia. Il ruolo delle tirosina chinasi recettoriali e non recettoriali 

nella riprogrammazione metabolica è stato ampiamente studiato [69,70]. 

 

1.3.3. SRC MODULA LA RIPROGRAMMAZIONE NEL MICROAMBIENTE 

NATURALE 

 

Gli enzimi metabolici sono finemente regolati per soddisfare la domanda di energia cellulare. 

Le modificazioni post-trasduzionali, prima di tutto la fosforilazione, attivano o inibiscono 

fortemente l’attività enzimatica [71]. Una correlazione tra l’attivazione di Src e la conseguente 

fosforilazione della esochinasi 1 (HK1), enzima limitante la velocità della glicolisi, è stata 
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identificata in diversi tumori incluso il GBM [72]. Src attivato, infatti, interagisce sia con HK1 

che con l’isoforma esochinasi 2 (HK2) e le fosforila, attivando quindi gli enzimi. Questa 

modifica induce la glicolisi e promuove la crescita cellulare, la tumorigenesi e l’invasione. È 

interessante notare che la fosforilazione di HK1 e HK2 dipendente da Src porta alla produzione 

di glucosio-6-fosfato intermedio, stimolando sia la glicolisi che la PPP [72,73]. Inoltre, l’attività 

di Src aumenta l’assorbimento del glucosio tramite HK1 e HK2 [72], anche se questo 

meccanismo non è ancora chiaro.  Nel lontano 1987 la sovraespressione dell’oncogene Src nei 

fibroblasti di topo 3T3 è stata segnalata come responsabile della sovraespressione dei 

trasportatori del glucosio e, coerentemente, dell’aumento dell’assorbimento del glucosio [74]. 

Ciò suggerisce che l’attività di Src può anche influenzare il metabolismo attraverso la modifica 

dell’espressione genica, probabilmente attivando funzioni alternative di proteine note. In effetti, 

alcuni studi indicano che HK2 agisce come un co-attivatore del fattore di trascrizione NRF2 in 

cellule di glioma stressate per modulare i geni maggiormente coinvolti nell’omeostasi redox 

[75]. Questo supporta il ruolo critico di HK2 nella tumorigenesi del GBM. Infatti, HK2, 

espressa prevalentemente nelle cellule embrionali in proliferazione, è espressa in modo 

aberrante nel GBM, dove guida la glicolisi aerobica, la proliferazione incontrollata, l’invasione 

e la resistenza alla terapia [76]. 

Src modula l’assorbimento del glucosio e il metabolismo nel cancro al seno agendo su una 

trasduzione ERk1/2-dipendente di MYC, cha a sua volta promuove la trascrizione di GLUT1 

[77]. Successivamente, l’interazione tra Src e MYC è stata descritta in diversi altri tumori, come 

il melanoma, il linfoma non Hodgkin, l’osteosarcoma e il cancro del polmone [78-81]. Sebbene 

il collegamento tra Src e MYC non sia stato dimostrato nel GBM, questa osservazione è 

potenzialmente interessante. Infatti, è ben noto che il gene MYC è sovraregolato in diversi tipi 

di GBM [82,83] e che sostiene la capacità di auto-rinnovamento e tumorigenicità delle GSC 

[84,85]. Inoltre, è stato recentemente dimostrato che MYC guida la glicolisi e la dipendenza del 
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tumore dai metaboliti necessari per la glicolisi nel GBM [86]. L’attività aberrante di Src nel 

GBM insieme all’importante ruolo di MYC, conduce ad ipotizzare che l’asse SRC-MYC possa 

avere un ruolo anche in questo contesto e rafforza l’ipotesi che l’inibizione di Src possa aiutare 

a sconfiggere l’adattamento dei tumori associati, tra cui la riprogrammazione metabolica 

dipendente da MYC. È stato dimostrato che Src può influenzare la glicolisi nelle cellule 

tumorali attraverso una fosforilazione diretta del piruvato deidrogenasi (PDH), inibendone la 

sua attività e guidando l’effetto Warburg [87]. Queste evidenze da un lato sottolineano il ruolo 

di Src nel guidare la riprogrammazione metabolica e dall’altro dimostrano chiaramente la 

localizzazione mitocondriale di Src, come osservato in precedenza [88-91]. 

Il ruolo della fosforilazione di Src nella funzionalità mitocondriale è stato ampiamente descritto 

[92,93]. Anche in cellule normali, è stato dimostrato che Src sostiene la funzionalità 

mitocondriale, fosforilando e attivando la subunità del complesso I NDUFB10 [94]. 

Sorprendentemente, Src fosforila EGFRvIII e quindi promuove la sua traslocazione ai 

mitocondri. Questo evento migliora la funzionalità mitocondriale e la fosforilazione ossidativa, 

supportando la crescita del tumore anche in presenza di deprivazione di glucosio e può 

parzialmente contribuire al fallimento di terapie mirate all’EGFR [95]. 

 

1.4.  SRC COME BERSAGLIO TERAPEUTICO NEL GLIOBLASTOMA 

 

Come sottolineato in precedenza, l’iperattivazione della chinasi Src nel GBM è frequentemente 

osservata come una conseguenza della segnalazione aberrante delle RTKs. Questa osservazione 

suggerisce che Src possa rappresentare un punto nodale condiviso dall’attivazione anomala di 

differenti RTKs e quindi la sua inibizione potrebbe portare a superare la resistenza alla terapia. 

Inoltre, il suo ruolo nella risposta infiammatoria e nella riprogrammazione del metabolismo che 
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sostiene complessivamente il microambiente tumorale, indica che Src potrebbe essere un valido 

target per il miglioramento del trattamento del GBM [96].  

Vengono di seguito riportate diverse molecole e strategie che hanno come target Src e le 

problematiche connesse al loro uso. 

La maggior parte degli inibitori di tirosina chinasi (TKIs) si legano al sito catalitico della 

chinasi, in cui si lega l’ATP, e sono quindi inibitori competitivi dell’ATP stesso. Il sito catalitico 

è conservato tra le varie chinasi, e ciò rappresenta una potenziale causa di reattività incrociata 

[97]. Infatti, i TKIs mostrano una scarsa selettività che potrebbe portare ad effetti clinici non 

attesi, vantaggiosi o meno, a seconda del contesto tumorale [17,98]. Come riportato in diverse 

reviews [99,100] alcune piccole molecole Inibitori della tirosina chinasi Src (STKIs), approvate 

dalla FDA e dall’EMA, come Dasatinib, Bosutinib, Saracatinib e Ponatinib, sono state 

inizialmente sviluppate come inibitori doppi Src/Abl e alcune di loro sono attualmente in uso 

principalmente per i tumori ematologici, mentre nessun effetto completamente soddisfacente è 

stato finora osservato per i tumori solidi e in particolare per GBM. 

Di seguito discuteremo lo stato dell’arte degli studi volti a valutare il ruolo dei composti mirati 

a Src nel trattamento del GBM in vitro, in approcci singoli e combinati (Tabella 1). 

Tabella 1: Inibitori della tirosina chinasi Src sperimentati nel trattamento del glioblastoma 

STKIs 

 

Meccanismo di azione 

DASATINIB ATP-competitivo  

PP2 ATP-competitivo 

BOSUTINIB ATP-competitivo 

SARACATINIB  ATP-competitivo 

SU6656  ATP-competitivo 

PONATINIB  ATP-competitivo 

SI221 ATP-competitivo 
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1.4.1. DASATINIB 
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Dasatinib è un potente inibitore multi-chinasico di seconda generazione approvato nel giugno 

2006 dalla FDA per il trattamento della leucemia mieloide cronica (LMC) e del sottotipo 

Philadelphia-positivo di pazienti con leucemia linfoblastica acuta (LLA Ph+), visto il suo alto 

potenziale di inibire Bcr-Abl e disattivare la sua segnalazione aberrante in questa patologia 

[101]. Successivamente, diversi studi hanno dimostrato la capacità di Dasatinib di legare fino a 

30 chinasi differenti, come dimostrato dall’analisi proteomica, in contrasto con altri TKI come 

Imatinib o Nilotinib, che agiscono su un minor numero di chinasi. [102,103]. Pertanto, esso 

mostra elevata efficacia nel trattamento di pazienti con LMC resistenti a Imatinib [104-106]. 

Dasatinib inibisce non solo Src e altre SFKs, ma anche c-Kit, EPHA2 e PDGFR. Per questo 

motivo, la possibilità di utilizzare Dasatinib per il trattamento del GBM sembrava promettente 

per disattivare la segnalazione aberrante di diverse tirosina chinasi e per sensibilizzare le cellule 

agli approcci chemioterapici canonici. A questo proposito, studi in vitro e in vivo hanno 

dimostrato che Dasatinib influenza la migrazione, la proliferazione e la morfologia delle cellule 

GBM attraverso la sua attività inibitoria sulla chinasi Src [19,21,107,108]. Inoltre, si è visto che 

il trattamento con Dasatinib induce la morte cellulare autofagica principalmente in 

combinazione con TMZ, portando così ad un aumento significativo della sensibilità alla terapia 

con TMZ. 

È interessante notare che gli esperimenti che utilizzano cellule GBM resistenti a TMZ, xeno 

trapiantate ortotopicamente in topi, hanno evidenziato che la somministrazione di Dasatinib in 

combinazione con Bevacizumab riduce significativamente l’invasione delle cellule di glioma 

[110]. 
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Sfortunatamente, nonostante questi studi preclinici positivi, uno studio clinico di fase II 

(NCT00892177) ha recentemente riportato il fallimento del co-trattamento con Dasatinib e 

Bevacizumab in pazienti con GBM ricorrente, dimostrando che la combinazione di questi due 

farmaci non migliora i risultati dei pazienti affetti da GBM, rispetto al singolo trattamento con 

Bevacizumab [111]. Inoltre, un altro studio clinico di fase II (NCT00423735) ha riportato una 

mancanza di attività di Dasatinib contro il GBM ricorrente [112,113]. Si presumeva che il 

problema principale fosse l’insufficiente passaggio del farmaco oltre la barriera 

ematoencefalica (BEE). Questa ipotesi è stata confermata da Agawarl et al. nel 2019 [114]. 

Sono stati avviati diversi studi clinici per valutare meglio le potenzialità di Dasatinib; tuttavia, 

i loro risultati sono parzialmente disponibili e non conclusivi (Tabella 2). 

 

Tabella 2: Studi clinici per il trattamento del GBM con STKIs 

Nome STKIs  

 

Studi clinici 

(numero NCT) 

Co-trattamenti Status 

DASATINIB     

    

    

    

    

    

    

 

  NCT00423735 

NCT00892177 

NCT00869401 

NCT00948389 

NCT00895960 

NCT00609999 

NCT00734864 

 

  No 

BEVACIZUMAB 

IR/TMZ 

LOMUSTINA 

IR/TMZ 

ERLOTINIB 

TMZ 

 

  Completato 

Completato 

Completato 

Interrotto 

Interrotto 

Completato 

Ritirato 

 

BOSUTINIB 

 

  NCT01331291   No   Completato 

PONATINIB 

 

  NCT02478164   No   Completato 

  



18 
 

1.4.2. PP2 

 

N

N N
N

Cl

NH2

2  

PP2 è un STKI selettivo descritto per la prima volta nel 1996 per la sua capacità di inibire alcuni 

membri della famiglia Src [115]. Attraverso la sua azione sulla via Src, PP2 influenza la 

proliferazione e la migrazione delle cellule di GBM. Il trattamento con PP2 previene la 

formazione dipendente da Src di complessi CAS/Crk/RAC responsabili della riorganizzazione 

citoscheletrica, bloccando così il processo di migrazione [116]. Inoltre, PP2 inibisce anche la 

migrazione cellulare influenzando la fosforilazione della Caveolina-1 mediata da Src [117]. 

 È stato dimostrato che PP2 aumenta la radiosensibilità nelle cellule U251 e T98G, sopprimendo 

la secrezione di MMP2, che è ben noto promuovere l’invasione cellulare e la resistenza alla 

terapia [118,119]. PP2 compromette la migrazione cellulare e l’invasione in vitro, 

promuovendo l’espressione di E-caderina e inibendo l’espressione di VEGF ed EphA2. È 

interessante notare che la combinazione di PP2 e il trattamento standard del glioma 

(radioterapia con TMZ) riduce la crescita del tumore nei topi nudi [119]. 

 

1.4.3. BOSUTINIB 
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Bosutinib (SKI-606) è un TKI di terza generazione che agisce sia su Src che su Abl. Come 

Dasatinib, è stato approvato dalla FDA per uso terapeutico per pazienti con CML resistente al 

trattamento con Imatinib a causa di mutazioni Abl-Bcr [120]. Taylor et al. hanno osservato che 

sebbene Bosutinib abbia una bassa penetrazione cerebrale, è comunque sufficiente per 

raggiungere la concentrazione del farmaco che inibisce l’attività della chinasi Src, in vitro. 

Tuttavia, uno studio di fase II ha dimostrato che Bosutinib in monoterapia non è associato ad 

attività antitumorale nei pazienti affetti da GBM ricorrente [121] (tabella 2). La causa del 

fallimento del trattamento con Bosutinib in questo studio non è ancora chiara. Potrebbe 

dipendere dallo stato di attivazione di Src nei pazienti con GBM ricorrente o potrebbe essere 

dovuto alla bassa penetrazione di farmaco nel tumore cerebrale, che rimane il problema 

principale dei TKI. 

 

1.4.4. SARACATINIB 

N

N

O

O

HN

O
O

Cl

O
N

N

4  

Saracatinib (AZD0530) è un inibitore doppio di SFKs e Abl. I suoi effetti antiproliferativi sono 

stati osservati in linee cellulari di cancro alla prostata, dove il composto sopprime l’attivazione 

di Src, portando così all’arresto della crescita cellulare [122]. Inoltre, è stato dimostrato che 

Saracatinib inibisce la migrazione in vitro e l’invasione di cellule tumorali mammarie resistenti 

al trattamento con Lapatinib. Queste cellule sono caratterizzate da un’attivazione 

deregolamentata di diverse vie che potrebbe indurre la loro resistenza a Lapatinib [123]. È stato 

considerato il possibile ruolo di Saracatinib nell’interferire con segnali STAT3 aberranti e 

migliorare il trattamento del GBM. GBM mostra un’eccessiva attivazione del percorso Src 
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come descritto sopra e, di conseguenza, della proteina STAT3 che si traduce nell’attivazione di 

diversi eventi correlati con la sopravvivenza cellulare, crescita, apoptosi, differenziazione e 

infiammazione [124-126]. Per questo motivo, Liu et al. hanno studiato una nuova strategia per 

colpire il GBM basata sulla combinazione di vettori lentivirali per esprimere siRNA mirati a 

STAT3 e Saracatinib. La terapia combinata ha aumentato il tasso di apoptosi delle cellule di 

GBM in vitro e ha ridotto la crescita del tumore in vivo in modo più efficiente del singolo 

trattamento. Saracatinib come monoterapia in vivo è meno efficiente forse a causa del 

metabolismo del farmaco e della resistenza tumorale al farmaco stesso [127]. 

 

1.4.5. SU6656 
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SU6656 è una piccola molecola inibitore della chinasi Src e degli altri membri della famiglia 

Src, con un’attività più debole nei confronti di Abl. È stato dimostrato che il composto inibisce 

la crescita cellulare nelle cellule di glioma U251 e riduce l’invasività dello sferoide di glioma 

impiantato in una matrice di collagene tridimensionale [19,128]. Inoltre, studi in vitro ed in vivo 

hanno dimostrato che SU6656 aumenta la sensibilità del tumore alle radiazioni. Infatti, 

promuove l’apoptosi indotta da radiazioni e la distruzione dei vasi sanguigni all’interno del 

tumore, portando a un ritardo nella crescita dello stesso [129] e suggerendo di considerare 

l’effetto antitumorale di SU6656 nel trattamento del GBM.  
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1.4.6. PONATINIB 
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Ponatinib è stato approvato nel 2012 dalla FDA per il trattamento di pazienti affetti da LMC e 

Ph+ALL resistenti o intolleranti, come inibitore multi-chinasico di terza generazione contro 

Bcr-Abl, SRC, EGFR, PDGFR, FGFR e VEGFR [130]. Ponatinib nel 2013 è stato 

temporaneamente sospeso a causa di gravi effetti collaterali, probabilmente causati dalla pan-

attività di questo TKI, ed è stato quindi reintrodotto solo per pazienti selezionati [131]. È stato 

dimostrato che Ponatinib ha un effetto antitumorale nelle cellule U87 di GBM, riducendo la 

vitalità cellulare, la migrazione, l’invasione e causando la morte cellulare per apoptosi. Inoltre, 

è stata osservata una riduzione della crescita tumorale in vivo, anche se l’uso di modelli 

eterotopici limita questo studio. Precedenti evidenze mostrano una differenza critica nell’effetto 

antitumorale di Ponatinib tra modelli eterotopici e ortotopici [132,133]. Recentemente, è stato 

segnalato uno studio clinico di fase II su pazienti affetti da GBM resistente al bevacizumab 

trattati con Ponatinib. L’idea alla base dello studio era cercare di superare la resistenza alla 

terapia inibendo sia chinasi recettoriali che citoplasmatiche mediante l’uso di Ponatinib. 

Sfortunatamente, lo studio si è chiuso in anticipo a causa dell’inefficacia del composto [134] 

(Tabella 2). Una possibile spiegazione a ciò è l’incapacità del farmaco di raggiungere il tumore, 

come si è detto in precedenza [132]. 
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1.4.7. SI221 
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SI221 è un inibitore selettivo delle SFKs, a struttura pirazolo[3,4-d]pirimidinica sintetizzato dal 

gruppo di ricerca della Prof.ssa Schenone, dove ho svolto il mio lavoro di tesi sperimentale. 

SI221 è in grado di ridurre la migrazione delle cellule e di promuovere la morte cellulare nel 

GBM. Rispetto a PP2, SI221 ha mostrato un effetto citotossico più significativo, una maggiore 

stabilità metabolica e un migliore potenziale di attraversamento della BEE [115, 135, 136]. 

Sono stati eseguiti studi di formulazione per aumentarne la solubilità in acqua al fine di 

migliorare ulteriormente le sue potenzialità [137]. 

Il composto SI221 è stato scelto tra una vasta libreria di composti a struttura pirazolo[3,4-

d]pirimidinica inibitori di Src dopo aver valutato l’attività antiproliferativa su 4 linee cellulari 

di GBM e su cellule non cancerose (fibroblasti primari della pelle umana) mediante saggio 

MTS. In effetti, questa molecola ha ridotto significativamente la vitalità delle cellule in tutte le 

linee cellulari di GBM (U-373MG, U-87MG, T98G e PRT-HU2) e non ha avuto quasi alcun 

effetto tossico sui fibroblasti, influenzandone leggermente la loro vitalità solo alle massime 

concentrazioni utilizzate (Fig. 1). I valori di IC50 (concentrazione che inibisce del 50% la 

crescita cellulare) di SI221 sono nel range 12.5-17.9 micromolare sulle 4 linee di GBM. SI221 

è risultato molto più attivo del composto di riferimento PP2, che ha analoga struttura pirazolico 

pirimidinica. 
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Figura 1: analisi della vitalità cellulare mediante test MTS in fibroblasti cutanei umani primari, linee 

cellulari U-373MG, U-87MG, T98G e PRT-HU2 72 ore dopo il trattamento con SI221 o PP2 alle 

concentrazioni indicate. I risultati sono riportati come mezzo di tre esperimenti indipendenti, ciascuno 

condotto in triplicato, ed espressi come percentuali di vitalità cellulare calcolate rispetto alle cellule di 

controllo trattate con DMSO. 

 

Per verificare se SI221 fosse effettivamente in grado di inibire le SFK nelle cellule di GBM, è 

stata valutata l’espressione della forma fosforilata attiva di SFK e Src totale nelle linee cellulari 

di GBM dopo 72 ore di trattamento con SI221 al suo valore di IC50. Come previsto, la molecola 

ha causato una forte diminuzione delle fosfo-SFK in tutte le linee cellulari di GBM. Inoltre, è 

stata analizzata l’espressione delle fosfo-SFK anche nei fibroblasti. La forma attiva di SFK non 

era rilevabile in queste cellule non tumorali nelle quali SI221 era quasi inefficace, confermando 

così la specificità di SI221 verso le SFKs in forma fosforilata, che è la forma enzimatica attiva 

(Fig. 2).  

 

Figura 2: analisi western blotting rappresentativa di fosfo-SFK Tyr419 (p-SFK) e Src totale in linee 

cellulari di GBM trattate con SI221, ai suoi valori IC50, o DMSO, come controllo, per 72 ore. L’anticorpo 
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anti-b-actina è stato utilizzato per il controllo del carico. Analisi Western blotting di fosfo-SFK ed 

espressione totale di SRC nella pelle umana primaria fibroblasti. Per il controllo del carico è stato 

utilizzato un anticorpo anti-b-actina. 

 

È stata quindi analizzata la capacità di SI221 di esercitare un’inibizione a lungo termine di 

crescita delle cellule GBM mediante test clonogenico ed è stato osservato che il trattamento con 

SI221 ha inibito notevolmente la formazione di colonie in tutte le linee cellulari di GBM (Fig. 

3). 

 

Figura 3: piatti rappresentativi di saggi clonogenici che mostrano l’effetto a lungo termine del 

trattamento con SI221 su linee cellulari di GBM. le cellule di controllo sono state trattate con solo 

DMSO. 

 

Per valutare se l’effetto antiproliferativo dell’inibizione di SFK in cellule di GBM era dovuto 

alla morte cellulare o all’arresto del ciclo cellulare, è stato analizzato il profilo del ciclo cellulare 

delle linee U-373MG, U-87MG, T98G, PRT-HU2 72 ore dopo il trattamento con SI221 ai suoi 

valori di IC50. È stato osservato un marcato aumento del picco sub-G1 in tutte le linee cellulari 

di GBM dopo il trattamento con SI221, che potrebbe essere indicativo di apoptosi. Per 

confermare la capacità di SI221 di indurre apoptosi nelle linee cellulari di GBM, è stata 

analizzata l’attività enzimatica della capsasi-3 ed è stata osservato un aumento significativo 

dell’attività della caspasi-3 in tutte le linee cellulari di GBM 72 ore dopo il trattamento con 

SI221 ai suoi valori di IC50 (Fig. 4).  
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Figura 4: istogrammi che riportano l’attività delle capsasi-3 in linee cellulari di GBM dopo 72 ore di 

trattamento con SI221, ai suoi valori IC50, o DMSO, come controllo. L’attività della capsasi-3 è espressa 

come pmol pNA/μg proteina x h. i valori riportati rappresentano le medie e lo standard di deviazioni di 

tre esperimenti. Le differenze statisticamente significative tra le cellule trattate e quelle di controllo sono 

state valutate mediante test t di Student e indicate con *: significativo (P<0,05). 

 

Per esaminare l’effetto di inibizione delle SFKs sulla migrazione delle cellule GBM, è stato 

eseguito uno “Scratch Test”. In particolare, dopo aver graffiato gli strati mono cellulari di U-

373MG, U-87MG, T98G, PRT-HU2, le cellule sono state trattate con SI221 ai suoi valori di 

IC50 (come precedentemente calcolato a 72 ore dopo il trattamento) si è valutato la chiusura 

della “ferita” 24 ore dopo il trattamento. È stato evidenziato che il trattamento con SI221 ha 

ridotto drasticamente la capacità delle cellule GBM di migrare nel graffio (Fig. 5).  

 

Figura 5: effetto di SI221 sulla migrazione cellulare GBM. Sono mostrate micrografie rappresentative 

dei “Scratch test” eseguiti su cellule U-373MG, U-87MG, T98G e PRT-HU2. Le micrografie sono state 

scattate a o e 24 ore dopo trattamento con SI221, ai suoi valori di IC50 dopo 72 ore, o DMSO, come 

controllo. 

 

Il gruppo di ricerca ha valutato la capacità di SI221 di attraversare passivamente la BEE, dal 

momento che la bassa permeabilità di questa barriera rappresenta un grosso ostacolo allo 

sviluppo dei farmaci per il trattamento di tumori cerebrali [138]. A tal fine, è stato eseguito un 
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test PAMPA-BBB (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay – Blood Bran Barrier) che 

ha evidenziato che SI221 ha una buona capacità di attraversare la BEE. 

Studi di ADME (Assorbimento Distribuzione Metabolismo Escrezione) hanno mostrato un’alta 

stabilità metabolica di SI221. Sono stati caratterizzati e quantificati attraverso LC-UV-MS i 

metaboliti di SI221 che si formano dal metabolismo valutato in microsomi di fegato umano 

(HLM). I due metaboliti M1 e M2 (uno derivato da una reazione di declorurazione ossidativa e 

l’altro da una reazione di N-dealchilazione), come atteso, sono presenti in basse percentuali (3.1 

e 1.6%), ad ulteriore conferma dell’elevata stabilità del composto. 
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Il ruolo centrale di Src nella modulazione di diversi percorsi, che sostengono l’interazione tra 

infiammazione e ricablaggio metabolico e contribuiscono complessivamente al TME in GBM, 

dimostra le sue potenzialità come target terapeutico. Sfortunatamente, nonostante i risultati 

incoraggianti ottenuti in diversi studi preclinici, la maggior parte degli studi clinici condotti 

finora ha fallito. Oltre alla localizzazione del tumore e alla scarsa permeabilità della BEE, 

l’eterogeneità intra-tumorale e in particolare la forte interazione tra cellule tumorali e TME 

sono i fattori che destano più preoccupazione [138]. Per aumentare le possibilità di tradurre con 

successo i risultati preclinici in terapia sono quindi assolutamente necessari studi per migliorare 

la permeabilità dei farmaci e per chiarire le basi molecolari e le reti innescate dalla 

deregolamentazione Src. In particolare, la caratterizzazione della segnalazione Src, può portare 

all’identificazione di nuovi bersagli farmacologici per interferire con la capacità di Src di 

sostenere il TME, e quindi migliorare la risposta del tumore alla terapia. Inoltre, l’eterogeneità 

inter-tumorale nei pazienti con GBM è un altro problema fondamentale che deve essere 

considerato [139] e che indica la necessità di studi volti a migliorare la stratificazione dei 

pazienti e di identificare quali pazienti GBM possono effettivamente beneficiare del targeting 

Src.   
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2. PROGETTO  
 

Il gruppo di ricerca in cui ho svolto il mio lavoro di tesi sperimentale ha sintetizzato un’ampia 

libreria di molecole a struttura pirazolo[3,4-d]pirimidinica 4-ammino sostituite 10, recanti la 

catena 2-cloro-2-feniletilica sulla posizione N1, un atomo di idrogeno o anello aromatico sulla 

posizione C3, diverse ammine alifatiche o aromatiche in posizione C4 e un atomo di idrogeno 

o sostituenti solforati in posizione C6. In alcuni casi è anche presente un alogeno in posizione 

para sull’anello benzenico della catena in N1. Queste molecole generalmente agiscono come 

inibitori delle tirosine chinasi citoplasmatiche Src e/o Bcr-Abl [140,141]. 
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R1 = H, SCH3, SC2H5, S-cicloesile, S-ciclopentile

NHR2 = gruppi amminici alifatici o aromatici

R3 = H o sostituenti aromatici

X = H, F, Cl, Br

R3

 

Come già riportato nell’introduzione, la molecola SI221 7, recante un gruppo 2-

clorobenzilamminico in C4 e un bromo in posizione para sull’anello benzenico della catena in 

N1, ha dato risultati soddisfacenti perché è in grado di ridurre la migrazione e di promuovere la 

morte cellulare in cellule di glioblastoma andando ad agire su Src. Inoltre, si è notato che la 

molecola presenta una maggiore stabilità metabolica e miglior attraversamento della BEE 

rispetto alla molecola PP2 noto inibitore delle SFKs [137]. 

N

N N
N

Cl

HN

Cl

Br

7  
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Considerando i risultati ottenuti con la molecola SI221 7, si è pensato di andare a modificare i 

sostituenti sullo scheletro pirazolo-pirimidinico in modo da ampliare gli studi di relazione 

struttura-attività (SAR) e identificare nuove molecole attive sul GBM. 

A questo scopo, visto l’iperattivazione di Src nel GBM, si è partiti da molecole di precedente 

sintesi attive come inibitori di Src e non ancora valutate per il trattamento del GBM. Tra i vari 

composti, il derivato 10a, che presenta un gruppo tioetilico in C6 e una catena butiliamminica 

in C4 è sembrato interessante per progettare nuovi analoghi. 10a ha la capacità di interferire 

con la fosforilazione di Src, con una Ki di 0.6 μM, e presenta un’attività antiproliferativa in 

diverse linee cellulari tumorali, quali la linea cellulare A431 di carcinoma epidermoide e la 

linea 8701-BC di cancro al seno, con un’IC50 di 40.4 e 39 μM, rispettivamente. Considerando 

il rapporto tra Src fosforilate e non fosforilate, si passa da un 51% di Src fosforilate ad un 21% 

dopo trattamento con 10a [142]. 

N

N N
N

Cl

S

HN

10a  

Sulla base degli ottimi risultati ottenuti, si è pensato di sintetizzare una nuova serie di composti 

recanti uno scaffold pirazolo-pirimidinico e aventi diversi sostituenti nelle posizioni C4 e C6. 

In particolare, si è inserito il gruppo tiocicloesilico in C6, in modo da esplorare l’effetto di altre 

catene solforate in questa posizione dell’anello, e diverse ammine alifatiche in C4.  

Oggetto della mia tesi sperimentale di laurea è quindi la sintesi dei composti 11a-d. 
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N

N

R

S N
N

Cl
11a-d

11a: R = NHC3H7

11b: R = NHC4H9

11c: R = N(C2H5)2

11d: R = NHCH2C6H5   
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DISCUSSIONE 

 

3.1 Chimica 

 

Il composto di partenza per la sintesi dei derivati 11a-d è l’1-fenil-2-idrazino etanolo 12, 

ottenuto per reazione dell’idrazina monoidrata con ossido di stirene a 100 °C. 

Trattando quindi l’1-fenil-2-idrazino etanolo 12 con etossimetilencianoacetato di etile a 70-80 

°C in toluene anidro per 8h, si ottiene il 5-ammino-1-(2-idrossi-2-feniletil)-1H-pirazolo-4-

carbossilato di etile 13. 

Quest’ultimo, per reazione con benzoilisotiocianato in tetraidrofurano (THF) anidro, porta alla 

formazione del 5-{[(benzoilammino)carbonotioil]ammino}-1-(2-idrossi-2-feniletil)-1H-

pirazolo-4-carbossilato di etile 14, che viene successivamente trattato con idrossido di sodio. 

La successiva precipitazione con acido acetico glaciale permette di ottenere il derivato 

ciclizzato 1-(2-idrossi-2-feniletil)-6-tioxo-1,5,6,7-tetraidro-4H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-one 

15 con ottima resa. 

Il composto 15 viene alchilato sull’atomo di S legato al C in posizione 6 utilizzando 

bromocicloesano e K2CO3 anidro in N,N-dimetilformamide (DMF) anidra. Il 6-(tiocicloesil)-1-

(2-idrossi-2-feniletil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-one 16 viene quindi clorurato con il 

complesso di Vilsmeier (POCl3, DMF, 1:1,) in CHCl3 a riflusso per 8h per ottenere la 4-cloro-

1-(2-cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina 17. Il prodotto grezzo 

viene purificato con buona resa con colonna cromatografica su Florisil. 
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Infine, la reazione tra il prodotto 17 ed un eccesso di varie ammine alifatiche in toluene anidro, 

a temperatura ambiente per un tempo di 48h porta alla formazione dei derivati dell’1-(2-cloro-

2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-pirazolo[3,4-d] pirimidina 11a-d (Schema 1). 
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Schema I: sintesi dei composti 11a-d. 
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a Reagenti e condizioni: (i) 100 °C, 15 min; (ii) (etossimetilene)cianoacetato di etile, toluene

anidro, 70-80 °C, 8h; (iii) benzoil isotiocianato, THF anidro, riflusso, 12h; (iv) NaOH 2N, 100 °C, 10

min, poi AcOH; (v) bromocicloesano, K2CO3, DMF, 80 °C; (vi) POCl3/DMF, CHCl3, riflusso, 8h; (vii) 

ammine alifatiche, toluene anidro, t.a, 48h.

OH

OH

H2NNH2
.H2O

O

+

14

15

HN

N N
N

O

S

16

N

N

Cl

S

OH

N
N

Cl
17

N

N

R

S N
N

Cl
11a-d

11a: R = NHC3H7
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3.2 Biologia 

 

I composti sono stati inviati al Dott. Maga che con i suoi collaboratori dell’Istituto di Genetica 

Molecolare del CNR-Pavia, ha effettuato dei test enzimatici su Src e Abl. Vista l’attività che 

molti membri della libreria 10 presentano verso quest’ultima chinasi e il suo coinvolgimento 

nel GBM, si è pensato di estendere i test anche a Abl 

 

Test enzimatico su Src isolato/Abl: il meccanismo d’inibizione dell’attività chinasica è stato 

studiato usando un test “cell free” che utilizza Src/Abl ricombinante. L’attività è stata misurata 

in un test di binding utilizzando un peptide substrato specifico per Src/Abl e [γ-32P]ATP. Ogni 

esperimento è stato eseguito in triplicato e i valori medi sono stati usati per l’interpolazione. Le 

curve d’inibizione sono state ottenute con il programma GraphPad Prism. 

I valori d’inibizione sono riportati in Tabella 3. 
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Tabella 3. Test d’inibizione enzimatica dei composti 11a-d su Src/Abl. 

 

N

N

R

S N
N

Cl
11a-d  

Composto R Enzima Src 

(μM) 

Enzima Abl 

(μM) 

11a  NHC3H7 0.67 1.10 

11b  NHC4H9 0.53 1.20 

11c  N(C2H5)2 NA NA 

11d  NHCH2C6H5 1 NA 

NA = Non Attivo 
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4. RISULTATI E CONCLUSIONI 

 

Questo lavoro di tesi sperimentale ha portato alla sintesi di una piccola libreria di composti 11a-

d, che sono stati testati in un saggio enzimatico preliminare sulle chinasi Src e Abl. 

Tutte le molecole hanno mostrato una certa attività inibitoria nei confronti di Src ad eccezione 

di 11c. Confrontando le strutture dei quattro derivati possiamo notare che le molecole 11a,11b 

e 11d presentano un’ammina secondaria sull’N in posizione C4, mentre la molecola 11c 

presenta un’ammina terziaria nella stessa posizione. Si può quindi ipotizzare che l’attività 

sull’enzima Src sia legata alla presenza dell’ammina secondaria in C4. Questo trova riscontro 

dal fatto che studi di modeling su molecole analoghe hanno messo in luce che l’idrogeno del 

gruppo amminico in C4 è coinvolto nella formazione di un legame idrogeno a livello della tasca 

catalitica dell’enzima.  

Per quanto riguarda Abl invece, soltanto le molecole 11a,b sono attive. I migliori sostituenti in 

C4 per l’attività verso questa chinasi sembrano essere quindi corte catene amminiche lineari. 

Nel complesso questo lavoro ci ha permesso di identificare i derivati 11a e 11b che sono 

caratterizzati da una buona attività nei confronti di Src e una discreta attività su Abl e quindi 

meritano ulteriori approfondimenti e sviluppi. Sarebbe quindi interessante testare questi 

composti su cellule di glioblastoma per valutare la loro attività in un modello in vitro di questo 

tumore. 
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5. PARTE SPERIMENTALE 

 

5.1 Chimica 

 

I punti di fusione sono stati determinati con un apparecchio BÜCHI B-540 e non sono corretti. 

Gli spettri IR sono stati registrati in KBr o CHCl3, mediante uno spettrofotometro Perkin-Elmer 

398. 

Gli spettri 1H-NMR sono stati registrati con un apparecchio Varian Gemini 200 (200 MHz); i 

chemical shifts sono riportati in δ (ppm) usando come standard interno il TMS; le J sono 

espresse in Hz. L’accoppiamento protonico è stato descritto usando le seguenti abbreviazioni: 

s = singoletto, d = doppietto, t = tripletto, q = quartetto, m = multipletto, s all. = s allargato. Gli 

spettri sono stati registrati in CDCl3 o in DMSO-d6. 

Tutti i composti sono stati analizzati per C, H, N con un analizzatore elementare Carlo Erba 

1106; i risultati analitici sono compresi nell’intervallo ± 0.4% rispetto ai valori teorici.  
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Preparazione dell’1-fenil-2-idrazino etanolo 12 

 

Ad idrazina monoidrata (30 mL, 0.6 moli) scaldata a 100 °C si aggiunge goccia a goccia l’ossido 

di stirene (20 mL, 0.17 moli) mantenendo in leggero riflusso. 

Terminata l’aggiunta, si agita ancora 15 minuti e si allontana sottovuoto l’eccesso di idrazina. 

Il residuo così ottenuto viene distillato con una pompa ad olio. 

Si ottiene un liquido incolore che solidifica lentamente. 

 

P.eb.: 155-158 °C/0.6 mmHg 

Resa: 87% 
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Preparazione del 5-ammino-1-(2-feniletil-2-idrossi)-1H-pirazolo-4-

carbossilato di etile 13 

 

Ad una soluzione di etossimetilencianoacetato di etile (3.38 g, 20 mmoli) in toluene anidro (20 

mL) viene aggiunto 1-fenil-2-idrazino etanolo 12 (3.04 g, 20 mmoli). 

La soluzione così ottenuta viene scaldata a 70-80 °C per 8h. 

Si evapora il solvente per ridurre il volume di circa metà e si lascia cristallizzare a temperatura 

ambiente. 

Si ottiene un solido bianco che viene filtrato e quindi ricristallizzato in toluene. 

 

P.f.: 136-137 °C 

Resa: 70% 

Analisi elementare per C14H17N3O3                                        P.M. 275.30 

 C% H% N% 

Calcolato 61.08 6.22 15.26 

Trovato 61.07 6.22 15.31 

 

IR (CHCl3): 3470-3330 (NH2), 3300-3000 (OH), 1685 (C=O) cm-1. 

1H-NMR (200 MHz, CDCl3): δ 1.33 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 3.53 (s all., 1H, OH, scompare 

con D2O), 3.92-4.20 (m, 2H, CH2N), 4.25 (q, J = 7.0 Hz, 2H, CH2O), 5.02-5.13 (m, 1H, CHO), 

5.30 (s all., 2H, NH2, scompare con D2O), 7.23-7.42 (m, 5H Ar), 7.58 (s, 1H, H-3 pirazolo) 

ppm. 
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Preparazione del 5-{[(benzoilammino)carbonotioil]ammino}-1-(2-feniletil-2-

idrossi)-1H-pirazolo-4-carbossilato di etile 14 

 

Ad una sospensione di 5-ammino-1-(2-feniletil-2-idrossi)-1H-pirazolo-4-carbossilato di etile 

14 (2.75 g, 10 mmoli) in THF anidro (20 mL) si aggiunge in un’unica porzione benzoil 

isotiocianato (1.7 g, 11 mmoli). 

Si mantiene a riflusso per 12h e successivamente si evapora il solvente sottovuoto.  

Il residuo da evaporazione viene ripreso con etere dietilico: precipita un solido che viene filtrato 

e ricristallizzato da etanolo assoluto. 

 

P.f.: 170-172 °C 

Resa: 93% 

Analisi elementare per C22H22N4O4S                                     P.M. 438.50 

 C% H% N% S% 

Calcolato 60.26 5.06 12.78 7.31 

Trovato 60.22 5.20 12.95 7.04 

 

IR (KBr): 3221 (NH), 3190-2940 (OH), 1708 (COOEt), 1671 (C=O) cm-1. 

1H-NMR (200 MHz, CDCl3): δ 1.29 (t, J = 7.0 Hz, 3H, CH3), 3.97-4.20 (m, 5H, 2CH2 + OH, 

1H scompare con D2O), 4.58-4.68 (m, 1H, CHO), 7.05-7.98 (m, 10H, Ar), 8.02 (s, 1H, H-3 

pirazolo), 8.70 (s, 1H, NH, scompare con D2O), 12.05 (s, 1H, NH, scompare con D2O) ppm.
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Preparazione dell’1-(2-feniletil-2-idrossi)-6-tioxo-1,5,6,7-tetraidro-4H-

pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-one 15 

 

Il composto 5-{[(benzoilammino)carbonotioil]ammino}-1-(2-feniletil-2-idrossi)-1H-pirazolo-

4-carbossilato di etile 14 (4.38 g, 10 mmoli) viene sciolto in NaOH 2N (40 mL) e agitato su 

bagnomaria bollente per 10 minuti. 

La soluzione viene diluita con acqua (40 mL), quindi filtrata per eliminare eventuali particelle 

indisciolte. 

Si lascia raffreddare (eventualmente in frigo). Si acidifica con acido acetico glaciale fino a pH 

4. Si lascia a riposo una notte, si filtra e si lava il precipitato con acqua. Si ottiene un solido 

bianco che viene ricristallizzato da etanolo assoluto. 

 

P.f.: 263-265 °C 

Resa: 80% 

Analisi elementare per C13H12N4O2S                                     P.M. 288.32 

 C% H% N% S% 

Calcolato 54.15 4.19 19.43 11.12 

Trovato 54.28 4.27 19.70 11.03 

 

IR (KBr): 3362 (NH), 3142-2773 (OH), 1681 (C=O) cm-1. 

1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6): δ 4.15-4.72 (m, 2H, CH2N), 4.85-5.00 (m, 1H, CHO), 5.66 (s 

all., 1H, OH, scompare con D2O), 7.20-7.51 (m, 5H Ar), 8.02 (s, 1H, H-3 pirazolo), 12.20 (s, 

1H, NH, scompare con D2O), 13.40 (s, 1H, NH, scompare con D2O) ppm. 
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Preparazione del 6-(tiocicloesil)-1-(2-idrossi-2-feniletil)-1H-pirazolo[3,4-

d]pirimidin-4(5H)-one 16 

 

Una miscela contenente: 1-(2-feniletil-2-idrossi)-6-tioxo-1,5,6,7-tetraidro-4H-pirazolo[3,4-

d]pirimidin-4-one  15 (2.88 g, 10 mmol), bromocicloesano (1.70 g, 10.44 mmol) e K2CO3 (1.38 

g, 10 mmol) in DMF anidra (10 mL) viene agitata a 80 °C per 15h.  

A fine reazione la miscela viene versata in H2O fredda, il precipitato viene filtrato, lavato con 

H2O e ricristallizzato con EtOH assoluto per ottenere il composto 16 come solido bianco. 

 

P.f.: 226-227 °C 

Resa: 48% 

Analisi elementare per C19H22N4O2S       P.M. 370.47 

 C% H% N% S% 

Calcolato 61.60 5.99 15.12 8.66 

Trovato 61.56 6.05 15.11 8.32 

 

IR (KBr): 3315-2850 (NH+OH), 1704 (CO) cm-1. 

1HNMR (200 MHz, DMSO-d6): δ 1.30-1.85 (m, 10H, 5CH2 cicloesile), 3.89-3.99 (m, 1H, 

CHS), 4.20-4.39 (m, 2H, CH2N), 5.00-5.22 (m, 1H, CHOH), 5.60 (d, 1H, OH scompare con 

D2O), 7.10-7.40 (m, 5H, Ar), 7.90 (s, 1H, H-3 pirazolo), 12.22 (s all, 1H, NH scompare con 

D2O) ppm. 
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Preparazione della 4-cloro-1-(2-cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidina 17 

 

Il complesso di Vilsmeier, precedentemente preparato con POCl3 (1.53 g, 10 mmol) e DMF 

anidro (0.73 g, 10 mmol), viene aggiunto ad una sospensione contenente il 6-(tiocicloesil)-1-

(2-idrossi-2-feniletil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4(5H)-one 16 (0.37 g, 1 mmol) in CHCl3 

(50 mL).  

La miscela viene lasciata a riflusso per 8h. A fine reazione la soluzione viene lavata con H2O 

(2 x 20 mL), essiccata su MgSO4, filtrata e concentrata a pressione ridotta.  

L’olio grezzo, residuo dell’evaporazione, viene purificato in colonna cromatografica (Florisil, 

100-200 mesh) usando Et2O come eluente, per ottenere il prodotto puro 17 come solido bianco. 

 

P.f.: 77-78 °C 

Resa: 86% 

Analisi elementare per C19H20N4Cl2S                                     P.M. 407.36 

 C% H% N% S% 

Calcolato 56.02 4.95 13.75 7.87 

Trovato 56.31 4.90 13.90 7.85 

 

1H-NMR (200 MHz, CDCl3): δ 1.32-1.82 (m, 10H, 5CH2 cicloesile), 3.87-3.95 (m, 1H, CHS), 

4.58-4.62 e 4.64-4.84 (2m, 2H, CH2N), 5.25-5.35 (m, 1H, CHCl), 7.21-7.38 (m, 5H, Ar), 7.72 

(s, 1H, H-3 pirazolo) ppm. 
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Preparazione dei derivati 1-(2-cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-

pirazolo[3,4-d]pirimidinici 11a-d 

 

L’ammina appropriata (40 mmol) viene aggiunta ad una soluzione contenente il 4-cloro-1-(2-

cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidina 17 (4.07 g, 10 mmol) in toluene 

anidro (10 mL) e mantenuta sotto agitazione a temperatura ambiente per 48h.  

La fase organica viene lavata con H2O (2 x 10 mL), essiccata su MgSO4, filtrata e concentrata 

a pressione ridotta. 

Il residuo dell’evaporazione è un olio grezzo che viene cristallizzato utilizzando una miscela 

1:1 di Et2O/etere di petrolio (EP) (T di ebollizione 40-60 °C). 

 

1-(2-Cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-N-propil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ammina 

11a 

P.f.: 115-117 °C 

Resa: 53% 

Analisi elementare per C22H28ClN5S                                    P.M. 430.01 

 C% H% N% S% 

Calcolato 61.45 6.56 16.29 7.46 

Trovato 61.74 6.35 16.32 6.82 

 

IR (KBr): 3240 (NH) cm-1. 

1H-NMR (200 MHz, CDCl3): δ 0.95 (t, J = 7.4 Hz, 3H, CH3), 1.23-1.84 (m, 10H, 5CH2 

cicloesile), 2.04-2.13 (m, 2H, CH2CH3), 3.47 (q, J = 7.4 Hz, 2H, CH2NH), 3.69-4.06 (m, 1H, 
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SCH), 4.53-4.88 (m, 2H, NCH2), 5.13 (s all, 1H, NH, scompare con D2O), 5.40-5.53 (t, J = 5.2 

Hz, 1H, CHCl), 7.16-7.48 (m, 5H Ar), 7.69 (s, 1H, H-3 pirazolo) ppm. 

 

N-Butil-1-(2-cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ammina 11b 

P.f.:  115-116 °C 

Resa: 58% 

Analisi elementare per  C23H30ClN5S                                 P.M. 444.04 

 C% H% N% S% 

Calcolato 62.21 6.81 15.77 7.22 

Trovato 62.47 7.03 15.86          7.10 

 

IR (KBr): 3243 (NH) cm-1. 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 0.90 (t, J = 7.2 Hz, 3H, CH3), 1.36-1.61 (m, 10H, 5CH2 

cicloesile), 1.76-1.78 (m, 2H, CH2CH3), 2.08-2.12 (m, 2H, CH2CH2CH2), 3.50 (q, J = 6.4 Hz,  

2H, CH2NH), 3.75 (m, 1H, SCH), 4.65-4.70 e 4.76-4.82 (2m, 2H, NCH2), 5.13 (s all, 1H, NH, 

scompare con D2O), 5.46 (t, J = 8.0 Hz, 1H, CHCl), 7.24-7.43 (m, 5H, Ar), 7.68 (s, 1H, H-3 

pirazolo) ppm. 

 

1-(2-Cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-N,N-dietil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-ammina 

11c 

P.f.: 84-86 °C 

Resa: 49% 

Analisi elementare per C23H30ClN5S                               P.M 444.04 
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 C% H% N% S% 

Calcolato 62.21 6.81 15.77 7.22 

Trovato 62.56 6.78 15.38 6.78 

 

IR (KBr): 3241 (NH) cm-1. 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ  1.35-1.63 (m, 10H, 5CH2 cicloesile), 1.98 (t, J = 7.2 Hz, 6H, 

2CH3), 3.47 (q, J = 7.2 Hz, 4H, 2CH2NH), 3.74 (m, 1H, SCH), 4.63-4.68 e 4.77-4.80 (2m, 2H, 

NCH2), 5.44-5.46 (m, 1H, CHCl), 7.24-7.43 (m, 5H, Ar), 7.88 (s, 1H, H-3 pirazolo) ppm. 

 

N-Benzil-1-(2-cloro-2-feniletil)-6-(tiocicloesil)-N-fenil-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-

ammina 11d 

P.f.: 124-126 °C 

Resa: 47% 

Analisi elementare per   C26H28ClN5S                               P.M. 478.05 

 C% H% N% S% 

Calcolato 65.32 5.90 14.65 6.71 

Trovato 65.06 6.10 14.70 6.44 

 

IR (KBr): 3243 (NH) cm-1. 

1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ  1.32-1.61 (m, 10H, 5CH2 cicloesile), 3.21 (t, J = 7.2 Hz, 2H, 

CH2NH), 3.73 (m, 1H, SCH), 4.60-4.65 e 4.68-4.72 (2m, 2H, NCH2), 5.21-5.24 (m, 1H, CHCl), 

7.17-7.23 e 7.27-7.39 (2m, 10H, Ar), 7.71 (s, 1H, H-3 pirazolo) ppm. 
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