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Abbreviazioni

A431: cellule tumorali di adenocarcinoma squamageare umano
ABTS: 2',2’-azido-di-(3-tilbenzotiazidino solfato)
AKT: protein chinasi B (0 PKB)

Ang2: angiopoietina-2

AP: fosfatasi alcalina

Arg: arginina

Asp: acido aspartico

ATP: adenosin-trifosfato

CAM: membrana corioallantoidea di pollo
CYP: citocromo P450

Cys: cisteina

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindolo

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DNA: acido deossiribonucleico

E1: estrone

E2: estradiolo

EC: cellule endoteliali

ECM: matrice extracellulare
EGF:Epidermal Growth Factor

EGFR: recettore per EGF

eNOS: nitrossido sintetasi endoteliale

ERK: extra-cellular signal-regulated kinases
FBS: Fetal Bovine Serum

FCS:Fetal Calf Serum

FGF:Fibroblast Growth Factor

FGFR: recettore per FGF ad elevata affinita
Flt-1: fms-like tyrosine kinase-1

GIn: glutammina

Glu: acido glutammico

Gly: glicina

GTP: guanosintrifosfato

HB-EGF: heparin-binding growth factor



HCI: acido cloridrico

HRP: perossidasi del rafano

HSPG:heparan sulfate proteoglycans

HUVEC: cellule endoteliali da vena di cordone ontade umano
IAPs: proteine inibitrici dell’apoptosi

ICso: concentrazione che provoca il 50% di inibizione
IGF-I: Insulin-like Growth Factor

IL: interleuchina

KDR: kinase insert domain-containg receptor

Leu: leucina

MADb: anticorpi monoclonali

MAP: mitogen-activated-protein

MAPK: mitogen-activated protein kinases

Met: metionina

MMP: metalloproteasi della matrice

MTT: 3-[4,5-dimetiltiazolo-2-il]-2,5-difeniltetrazmbromuro
NIH3T3: fibroblasti murini embrionali

NO: ossido nitrico

PA: attivatore del plasminogeno

PBS: tampone sodio-fosfato

PI3K: fosfatidilinositolo-3 chinasi

PKC: protein chinasi C

PDGF:Platelet-derived Growth Factor

PECAM: platelet endothelial cell adhesion molec(eCD31)
Pz: pozzetto

RNA: acido ribonucleico

RSK:ribosomal subunit kinase

STAT: Signal Transducers and Activator of Transcription
TA: temperatura ambiente

TdT: deossinucleotidiltransferasi terminale

TGF4: Transforming Growth Factor

Thr: treonina

TIPM: Inibitori tissutali delle metalloproteasi

TKI: inibitori tirosin-chinasici

TNF-o: Tumor Necrosis Factor

TSP-1: Trombospondina-1

TUNEL: TdT mediated dUTP nick end labelling



VE-caderine: caderine dell’endotelio vascolare
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
VEGFR: recettore per VEGF

Aecc: lunghezza d’onda di eccitazione

Aem: lunghezza d’onda di emissione
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Questo lavoro di dottorato si e focalizzato suboreening dell’attivita citotossica e
antiangiogenican vitro e in vivo di due serie di composti di nuova sintesi: derivat
aminochinazolinici, inibitori tirosin-chinasici peil recettore EGFR, e derivati fenil-
pirrolochinolinonici, agenti antimitotici ad atttei antitubulinica.

EGFR risulta sovra-espresso in numerose forme talmoelle quali la sua attivazione risulta
priva di controllo, comportando alterazione deiqgassi di proliferazione e differenziamento
cellulari. Tra gli approcci terapeutici basati samposti in grado di inibire EGFR attraverso il
binding ai suoi diversi domini, appare particolarmenteiliessante lo sviluppo di inibitori delle
tirosin-chinasi, che agiscono legandosi alla pareimtracellulare del recettore. EGFR svolge
un ruolo centrale anche nell'angiogenesi tumoralequanto presente anche sulle cellule
endoteliali localizzate all’interno della massa tuale. Un’alterata espressione o attivazione
del recettore di EGF é stata identificata in nursetomori solidi e si & visto che bloccando
EGFR di cellule epiteliali neoplastiche si ottiame effetto antiangiogenico dovuto soprattutto
alla diminuzione di fattori proangiogenici nell’arehte tumorale. Utilizzando cellule tumorali
A431, sovraesprimenti EGFR, e stata valutata Vadti antitumorale di 18 composti,
strutturalmente analoghi di PD153035 e Vandetadln cui erano stati introdotti un ciclo a 5,
6 0 7 atomi e alcuni sostituenti all'anilina a dise lipofilia e ingombro sterico. | derivati che
presentavano la ciclizzazione dei due ponti meiossiel PD153035, con formazione di un
eterociclo a 6 atomi, si sono dimostrati piu attngll’'inibire la vitalita delle A431 anche
attraverso l'induzione del processo apoptotico enirsura maggiore rispetto ai TKI di
riferimento. | risultati ottenuti hanno inoltre gegito che i sostituenti all'anello dell'anilina
possono modulare lattivitd antiproliferativa siasenso positivo che negativo. In particolare,
'aumento del carattere lipofilo della strutturatrsiduce nell’induzione di un effetto citotossico
paragonabile o maggiore di quello osservabile @s@nza di PD153035. E’ stato gia dimostrato
che i TKI interagiscono con il recettore, non saldivello del suo sito catalitico, ma si
inseriscono anche in un’adiacente tasca lipofilain@ l'inserimento di gruppi non polari
(come un gruppo metilico), o comunque caratterizzda elevata lipofilia (gruppo
trifluorometilico), aumentano I'affinita del composnei confronti della proteina e possono

potenziare I'attivita citotossica. Un’ulteriore demma della maggiore affinita indotta dai
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sostituenti non polari & data dai 3 derivati chesspntano un gruppo fenilico sull’anilina, i quali
hanno dimostrato un effetto antiproliferativo chi& snanifestato anche in seguito a rimozione
della sostanza dal mezzo di coltura. A confermaledelonsiderazioni sul rapporto
struttura/attivita, i composti che presentano toaiuzione dell’eterociclo a 6 atomi e |l
sostituente fenilico all’anilina hanno inoltre disttato una maggiore attivita antiangiogenica,
attraverso saggi condotti su cellule endoteliali\HEC. Questi derivati, infatti, erano in grado
di inibire le varie tappen vitro del processo angiogenico, quali proliferazione igrazione
cellulare e formazione di strutture simil-capillau Matrigel, anche in presenza di citochine
proangiogeniche esogene, e I'angiogemesiivo, in misura maggiore rispetto ai composti di

riferimento.

Gli agenti anti-mitotici sono una classe di compadtlizzati in terapia antitumorale per
I'elevata attivita antiproliferativa. Un esempiostistanze attive in questo senso sono i flavoni,
composti polifenolici presenti in natura in gradoirdbire la polimerizzazione della tubulina,
componente base dei microtubuli. Interferendo slihlamica di assemblaggio-disassemblaggio
degli a,B-eterodimeri di tubulina, inducono la morte celtel&enza provocare danni al DNA.
Tale meccanismo d’azione & anche alla base dalitatantiangiogenica, manifestata da alcuni
composti di questa classe. | derivati fenil-piraimolinonici presentavano geometria [3 2
geometria [2,3] e diversi sostituenti introdotti alla chinoliniaa valutazione della loro attivita
antiangiogenica ha mostrato la capacita di alcamposti, di entrambe le categorie, di inibire il
processo di neovascolarizzazioneisi&itro chein vivo a concentrazioni non citotossiche, e di
contrastare gli effetti stimolatori di FGF-2, impamte citochina coinvolta nella progressione e

angiogenesi tumorale.
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This work focused on the evaluation for cytotoxitivaty and in vitro and in vivo anti-
angiogenic effects of two new synthetic compouradsts: the tirosine kinase inhibitors (TKIs)
4-anilinoquinazoline, against EGFR, and microtukaffecting pyrroloazaflavone compounds
named phenyl-pyrroloquinolinones.

The epidermal growth factor receptor (EGFR) issasrmembrane receptor tyrosine kinase that
belongs to the ErbB family of receptors. EGFR dizaion results in the induction of
intracellular protein-tyrosine kinase activity |éagl to signal transduction pathways that
regulate cell differentiation, growth, migratiomdaapoptosis. EGFR is constitutively expressed
by many cell types, such as epithelial cells. EG&Rften mutated and/or overexpressed in
many tumors. EGFR dysregulated signaling leadsbtwmimal cell proliferation, invasion of
surrounding tissues, and increased angiogenesesefbine, EGFR represents a valuable target
for the design of anticancer agents. Indeed, skwtrategies have been explored to target
EGFR and tirosine kinase inhibitors (TKIs) seenbéthe most promising approaches. TKls
link the ATP-binding pocket of the cytoplasmic dam#o inhibit EGFR phosphorylation. The
tumor growth depends on vascularization and sulesgtyuit can be inhibited by a strictly
control of neo-vessel formation inside the tumorssdt is known that the pharmacological
inhibition of EGFR can decrease VEGF expression @ntsequently angiogenesis in many
tumor types. Thus, several inhibitors of both EG&R VEGFR have been designed and
studied. In this context, anti-proliferative actyvof 6,7-ethylene(methylen, propylenen) diossi-
N-(3-phenyl)-4-amino quinazolines, bearing varicustituents at 3’ position of the phenyl
group, in analogy of the EGFR-specific TKls PD1530#d Vandetanib, was assessed on
A431 and NIH3T3 cells, overexpressing and not esgirgg EGFR, respectively. The results
obtained showed that ethylenedioxy derivatives waoge cytotoxic than the corresponding
methylendioxy and propylendioxy ones also withrargj increase in the apoptotic rate when
compared to not treated cultured. On the other halhdompounds exert a quite similar effect
on EGFR phosphorylation. The presence of non gplaups at 3’ position of the phenyl group
enhanced the antiproliferative activity. Indeedmpounds bearing methyl or trifluoromethyl
groups at 3’ position appeared more active thasetsubstituted with 2 halogen atoms. Since
the 4-aniline group interacts with a hydrophobickes of EGFR, we can suppose that the
presence of non polar groups improves the intenaetiith this site leading to an increase in the

Vi
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affinity towards EGFR. As a confirmation of thesensiderations, substituting the bromine
atom with functional groups possessing high lipbahand steric hindrance, like a phenylic
group, lead to an anti-proliferative effect thameens also after removal from the culture
media. Moreover, the ethylendioxy derivatives wpthenylic group at 3’ position also shows
potent anti-angiogenic effects on vitro assays with human umbilical vein endothelial cells
(HUVECS). Indeed, more than reference compoundsetierivates affect all the angiogenic
process phases, such as cell proliferation andatiogr and capillary-like tubular formation on

Matrigel, also after pro-angiogenic modulators sietion. Finally, unlike PD153035,

ethylendioxy phenylic compounds decrease®ivo angiogenesis, blocking capillary formation

on Matrigelplug assays.

Small molecular drugs that induce extensive nesnosiumour as a result of vascular collapse,
including flavonoids and tubulin polymerzating/bimg agents, represent examples of vascular
targeting agents. The main mechanism of actiorulediltn binding agents is believe to be the
selective disruption of the cytoskeleton of protifing endothelial cells that results in tumor
vessel occlusion and extensive necrosis. The aitheopresent work is to investigate whether
microtubule-affecting pyrroloazaflavone compoundgw tricycle structures, as modified
flavones, known naturally occurring biologicallyti@e compounds, were able to provoke anti-
angiogenic effects in the same way of vinblasting bt not cytotoxic concentrations.
Therefore, we evaluated tha vitro andin vivo effects on angiogenesis induced by some
pyrroloazaflavones (7-phenyHBpyrrolo[3,2f]quinolinones and 2-phenylHpyrrolo[2,3-
h]lquinolinones), using vinblastine as reference coumol. Our results on HUVECSs indicate
that some 2-PyQs and 7-PyQs are able, at not gytotoncentrations and like vinblastine, to i)
exert bothin vitro andin vivo anti-angiogenic activity, and ii) counteract th®-angiogenic

effects of fibroblast growth factor-2 (FGF-2), wkhiown cytokine involved in tumor growth.

VIl
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1. Il tumore

Le cellule cancerose sono caratterizzate da dywipta ereditabili: 1) si riproducono eludendo
le normali limitazioni di crescita e di divisioneelte cellule e 2) invadono e colonizzano
territori normalmente riservati ad altre cellulé.chncro deriva da un processo in cui una
popolazione iniziale di cellule, discendenti dasimgolo antenato mutato, evolve tramite cicli
successivi di cambiamenti casuali ereditati seglatiselezione naturale. Ad ogni stadio una
cellula acquisisce una mutazione o una modificazigpigenetica addizionale che le conferisce
un vantaggio selettivo sulle cellule circostargidendola piu capace di crescere vigorosamente
nel suo ambiente. Un ambiente, quello del tumdre,muo essere particolarmente sfavorevole,
con bassi livelli di ossigeno, scarsita di nutriente barriere naturali alla crescita presentaie d
tessuti normali circostanti. | tumori crescono inodao improvviso e irregolare quando
avvengono ulteriori modificazioni vantaggiose etati e le cellule che le possiedono
prosperano. Esistono, infatti, molti sistemi diffieti di regolazione che devono essere alterati
prima che una cellula possa liberarsi delle norimaltazioni e comportarsi come una cellula
cancerosa asociale. Le limitazioni sono di variturzae le cellule tumorali incontrano nuovi
ostacoli all’ulteriore espansione in ogni staditladoro evoluzione. Richiamando nuovamente
I'attenzione sull'ossigeno e i nutrienti, questraenti non sono limitanti finché il tumore non
raggiunge un diametro di uno o due millimetri, qu@are cellule della parte piu interna del
tumore potrebbero non avere un accesso adeguatesteqrisorse essenziali. Per raggiungere
grandi dimensioni, un tumore deve quindi procurarsadeguato rifornimento di sangue che gl
assicuri ossigeno e nutrienti sufficienti. Di comsenza I'angiogenesi, la formazione di nuovi
vasi sanguigni, & necessaria affinché il tumorea@eltre una certa dimensione. | tumori, al
pari dei tessuti normali, richiamano I'apporto dingue secernendo segnali angiogenici che
vengono prodotti in risposta all'ipossia. | vasinngolo garantiscono I'apporto di ossigeno e
nutrienti al tumore, ma forniscono anche una viéuda alle sue cellule per formare metastasi.
Le metastasi, responsabili del 90% delle morti @ss® ai tumori, sono 'aspetto piu letale — e

meno compreso — del cancro.
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Small tumor Sprouting capillary Growing tumor

Sviluppo di nuovi vasi nell’'angiogenesi tumoraleiBann, 2002).

Affinché una cellula cancerosa metastatizzi, quéstee liberarsi dai vincoli che mantengono le
cellule normali al loro posto e che impedisconavasione dei tessuti circostanti. Prima che
possa metastatizzare vantaggiosamente, ovverdirgtaimlonie in organi distanti, una cellula
deve penetrare in un vaso sanguigno attraversanidmina basale e I'endotelio che delimita il
vaso in modo da entrare nel sangue, uscire dalivagaalche altra zona del corpo e crescere in
guesta nuova sede. Si forma inizialmente un piccgtappo di cellule noto come
micrometastasi, alcune delle quali produrranno uteliche sopravvivono e proliferano
vigorosamente nel nuovo ambiente, un processo cmtte colonizzazione. Il basso tasso di
colonizzazione riflette la rarita delle cellule ghessiedono le speciali caratteristiche necessarie,
ovvero sia un carattere di staminalita, che peemditdividersi senza alcun limite, sia una
capacita di organizzarsi e sopravvivere in un antbiestraneo. Le cellule normali dipendono
da segnali di sopravvivenza extracellulari che s@tativamente abbondanti nel loro ambiente
normale; se private di questi segnali, le celldtrano il programma di morte cellulare e vanno
in apoptosi. Le cellule cancerose, sia del tumoiragrio che delle micrometastasi, a differenza
di quelle sane, sono spesso resistenti all'apoptgser crescere e dividersi, sono dipendenti piu
dai segnali prodotte da esse stesse che da qrmlinenti dalle altre cellule (Albedt al., V
edizione).
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2. La terapia anticancro

Le terapie anticancro devono trarre vantaggio adaine anomalie molecolari delle cellule
cancerose che le contraddistinguono da quelle Horb@aamaggior parte dei farmaci anticancro
danneggia il DNA, provocando soprattutto la morédiedcellule cancerose in quanto queste
cellule mutanti hanno una capacita ridotta di sogrere al danno. Tuttavia, le cellule
cancerose variano enormemente nelle loro rispotk @attamenti, riflettendo, probabilmente,

i tipi particolari di difetti che hanno nella rig@ione del DNA, nei punti di controllo del DNA

e nel controllo dell’'apoptosi. Quest’ultimo procesm particolare, € spesso la causa principale
di morte cellulare indotta dal danneggiamento d®&AD e le cellule tumorali sovente
acquisiscono difetti in quei sistemi di controllbecattivano I'apoptosi in risposta a questo
danno (Alberet al., V edizione).

La crescente comprensione della biologia dellautltancerose e della progressione tumorale
sta portando a metodi migliori per trattare la ritelaDato che le cellule tumorali presentano
un’incontrollata proliferazione cellulare, 'espsemne o la sovraespressione di alcuni recettori
sulla loro membrana plasmatica, ad esempio, rapptasin ottimdarget antitumorale, nei casi

in cui tali recettori regolino attivamente le digerfasi del ciclo cellulare. Anche molecole
citoplasmatiche coinvolte nel controllo della pf@lazione e migrazione cellulare possono
costituire ottimitarget antitumorali, ad esempio gli enzimi attivati nellarie cascate del
segnale, come le chinasi oncogeniche, o le protiheitoscheletro.

Tuttavia, I'instabilita genetica puo rappresentameostacolo per la terapia anticancro, in quanto
un tasso di mutazioni abnormemente elevato e satgobltre a permettere a molti tipi di
cancro di sviluppare resistenza ai farmaci con fregquenza allarmante, tende a rendere
eterogenea la popolazione delle cellule cancerbsehe rende difficile uccidere lintera
popolazione con un unico tipo di trattamento. it cancro, com’e owvio pensare, € una
patologia complessa e, quindi, multifattoriale.ddnseguenza, alterare l'attivita di un singolo
prodotto genico pud non alterare significativameahtmrso della malattia. In quest’ottica, un
approcciomultitarget diretto a inibire pitpathway di segnale puo rivelarsi piu efficace di una
strategia darget singolo, anche nell’eludere la resistenza tumdsidecando potenziali ‘vie di
uscita’. Esistono gia in fase preclinica e clinibaersi farmaci in grado di colpire, ad esempio,
diversi recettori della stessa famiglia, o divenszimi di una o piu cascate del segnale. Una di
queste categorie di farmagiultitarget € rappresentata dagli inibitori tirosin-chinasi€K(),
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piccole molecole in grado di inibire uno o divegszimi tirosin chinasici, responsabili di molte
attivita enzimatiche che regolano la proliferazidaemigrazione e la sopravvivenza cellulare.
Un altro approccio per distruggere i tumori norchene bersagli diretti le cellule cancerose, ma
i vasi da cui dipendono i grandi tumori, considei@nuna terapia diretta ad inibire la
proliferazione delle cellule tumorali, e contempwamente, la neoformazione di vasi primitivi,
o alternativamente, una terapia mirata alla digtne completa della vascolatura tumorale
preesistente. Scopo globale della terapia antigegica e pertanto indurre morte cellulare e,
conseguentemente, blocco della progressione daixita neoplastica come conseguenza del
mancato apporto del nutrimento assicurato dal dlessatico.

Lo sviluppo di nuove sostanze antitumoralultitarget ad azione sia diretta, su bersagli
tipicamente tumorali, che indiretta, come l'inilwme dell’angiogenesi tumorale, rappresenta un

importante obiettivo degli studi attuali in campcsttategie terapeutiche antitumorali.

3. L’'angiogenesi

La formazione della rete vasale e promossa essezite da due fenomeni. Durante
'embriogenesi, la vasculogenesi implica la fornea® di vasi sanguigrex novo dovuta alla
differenziazione degli angioblasti (progenitorildetellule endoteliali) e alla loro fusione in un
sistema cardiovascolare primitivo. L'angiogenesijece, consiste nella formazione di nuovi
vasi sanguigni a partire da quelli preesistenti.

In condizioni fisiologiche i vasi sanguigni sonarf@ti da un monostrato di cellule endoteliali
(EC) ancorate su una membrana basale, avvolta lldecsubendoteliali specializzate, quali
periciti e cellule muscolari lisce. Il tutto € imme nella matrice extracellulare (ECM), un
complesso di fibroblasti, macrofagi e macromolecotedotte dalle cellule e secrete nello
spazio intercellulare che fornisce un reticolo oigaato all'interno del quale le cellule possono
migrare ed interagire tra loro. L'endotelio nondwamente un ruolo strutturale, ma € in grado
di produrre diversi mediatori chimici, controllateno e permeabilita vascolare, modulare i

processi coagulativi e le interazioni con le cellamatiche con cui viene a contatto.
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La cascata angiogenica: fasi e tipi cellulari delgesso (Kalluri, 2003).

La formazione di un vaso puo essere schematicanushiteeata attraverso le seguenti tappe

principali:

attivazione delle cellule endoteliali in rispostd @ano stimolo ipossico e rilascio di
fattori angiogenici e chemoattrattori;

destabilizzazione dei vasi preesistenti dovutaradumento della permeabilita vasale e
alla perdita delle connessioni tra le cellule eptiali;

degradazione della lamina basale e della ECM vase@d opera di proteasi secrete
delle cellule endoteliali attivate al fine di fauarla migrazione cellulare nel tessuto da
neovascolarizzare;

proliferazione delle EC e successivo differenziaimecon formazione di capillari
primitivi;

arresto della proliferazione cellulare e maturagiokella struttura tubulare primitiva a
seguito della creazione di una nuova lamina basdd, reclutamento di cellule
muscolari lisce e periciti, e della riorganizzazadelle interazioni cellulari (Milkiewicz
et al., 2006).
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Inizio della risposta angiogenica

L’angiogenesi ha inizio con una prima fase in duh& vasodilatazione dovuta al rilascio di
ossido nitrico (NO) da parte dei tessuti iposdia.permeabilita vasale e incrementata anche
dal rilascio di VEGF VYascular Endothelial Growth Factor) che permette lo stravaso delle
proteine ematiche che costituiranno uscaffold per le EC migrate. L'aumento della
permeabilita € mediato dalla formazione di fenestra e dalla ridistribuzione delle molecole
di adesione sulle EC per le piastrine (PECAM)-Zkkedcaderine (Carmeliet, 2005). In seguito,
le cellule endoteliali del vaso preesistente devidegradare la membrana basale sottostante ed
invadere lo stroma del tessuto vicino. Il procegsmvasione e migrazione cellulare necessita
dell'attivazione del sistema dell'attivatore delagiinogeno (PA), delle metalloproteasi di
matrice (MMP) e della famiglia delle eparinasi, cheoperano alla degradazione della
membrana basale (Carmeliet, 2000) e al tempo stedkeenzano gli eventi angiogenici
attivando o liberando fattori di crescita (VEGHproblast Growth Factor, FGF) sequestrati
all'interno della ECM. Le varie famiglie di proteagengono secrete contemporaneamente ai
loro inibitori in modo da assicurare un controllvirggente sull’attivita proteolitica e questo
sistema di controllo puo essere perso duranteelscita tumorale e metastatizzazione (Liekens
et al., 2001).

Migrazione delle cellule endoteliali e proliferazime

L’adesione cellulare ai componenti della matrida @modulazione intracellulare dei filamenti
citoscheletrici determinano la capacita di mohiiibme delle cellule. In questo, assumono un
ruolo importante i recettori sulla superficie deteembrana cellulare come le integrine, ed in
particolare le classivp3 eavp5, sovraespresse dalle cellule endoteliali prdiiérstimolate da
FGF-2 e VEGF (Nisatet al., 2003). La migrazione puo essere promossa da ema di
perturbazioni meccaniche a livello dei contattildatmatrice. Durante l'angiogenesi, la
proteolisi delle proteine della lamina basale cortgpan locale assottigliamento della struttura
che si traduce in certi punti in una distorsionkadeembrana cellulare tale da alterare le forze
trazionali (Ingber, 2002). Il segnale meccanicoi argjinatosi, € convertito intracellularmente
in stimoli biochimici che innescano il movimentoh{® et al., 2001). Le cellule endoteliali
‘guida’ procedono quindi nello spazio interstizialtno ad arrivare al tessuto da
neovascolarizzare, in cui avra inizio la fase pecditiva. Il collasso della ECM produce un
aumento della concentrazione extracellulare di wadiatori solubili proangiogenici, i quali

alimentano e rafforzano le vie di segnale alla lsetg@rocesso chemiotattico e proliferativo.
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Formazione del capillare e maturazione dei vasi

Una volta che le cellule sono migrate nel tesswondovascolarizzare, iniziano subito ad
organizzarsi in un abbozzo vascolare, che si delipppgressivamente fino alla fase di
stabilizzazione e maturazione del capillare chesgue la deposizione di una nuova lamina
basale e il ristabilirsi dei contatti aderenti keacellule. In questo processo la proteolisi deve
essere bloccata e vengono depositati i componeita &ECM. Fattori angiogenici, quali
'Angiopoietina-2 (Ang2) e il Platelet-derived Growth Factor (PDGF) partecipano al
rimodellamento strutturale, promuovendo rispettieate l'arresto della proliferazione per
favorire il differenziamento delle cellule endoédili(Holashet al., 1999) e il reclutamento di
periciti e di cellule muscolari lisce, per ricreayk strati di rivestimento dell’endotelio (Jaéh

al., 2003). Infine, quando la vascolarizzazione eigeffite, i fattori proangiogenici vengono
down-regolati ed aumenta la concentrazione locale ditori. Le EC diventano quindi
quiescenti e il vaso rimane o regredisce a secdallianecessita dell’organismo.

3.1 Regolazione dell'angiogenesi

Nonostante l'abbondanza di fattori angiogenici iriérno dei tessuti, si ritiene che la
controparte di molecole inibitorie riesca ad arenuné gli effetti e a mantenere le cellule
endoteliali in uno stato inattivo. Il fatto che @tudi abbiano osservato la coesistenza di fattori
angiogenici positivi e negativi, anche durante Ileolgersi di tutto il processo di
neovascolarizzazione, ha contribuito alla formuwagi dell'ipotesi secondo cui I'attivita
dell’'endotelio € governata da un delicato e costdntanciamento di fattori dalle funzioni
contrapposte (Iruela-Arispet al., 1997). Se le molecole proangiogeniche risultammidanti,

le cascate angiogeniche vengono ‘accese’, altrimpatmane lo stato di quiescenza.
Metaforicamente il principio di regolazione vienarggonato ad un interruttore che puo
cambiare gwitch) dalla posizione "on" ad "off". Lo svolgimento ss® del processo di
angiogenesi puo essere suddiviso in una fase diaztine (iniziazione e progressione
dell’angiogenesi) che presenta uno sbilanciamemtorapporto stimoli positivi su stimoli
negativi, a favore dei primi, e una fase di risaue (terminazione e stabilizzazione del vaso),
in cui predomina l'azione di fattori inibitori endeni, in seguito ad un aumento locale di

concentrazione degli stessi e/o all’esaurimentesdgnali postivi.
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3.1.1 Stimolatori endogeni dell’angiogenesi

Sono state identificate, in diversi modaeilfi vitro ed in vivo, numerose cellule coinvolte
nell'induzione dell’angiogenesi, e sulla base @eblcomportamento possono essere divise in
tre classi principali (Klagsbruet al., 1999):

a. la famiglia del VEGF e le Angiopoietine, la cui aze é diretta in modo specifico sulle
cellule endoteliali;

b. vari tipi di chemochine, citochine e alcuni enzimépaci di attivare in modo diretto
oltre alla componente endoteliale, un vasange di bersagli cellulari. II maggior
rappresentante di questo gruppo € il polipeptide;FG

c. fattori indiretti, il cui effetto sullangiogenesi esplica con il rilascio di molecole
come citochine e fattori di crescita da parte dcrofagi e cellule endoteliali, come il
Tumor Necrosis Factor (TNF-a), il Transforming Growth Factor (TGF) e il PDGF
(Liekenset al., 2001; Lichtenbeldt al., 1996).

Signaling molecules

Schema delle fasi angiogeniche e dei fattori pramay@gici che vi partecipano.

Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF é un fattore di crescita angiogenico che l&grarina e di cui esistono diverse isoforme
rispettivamente di 206, 189, 165 e 121 amminoadidle eterogeneita & dovuta allo splicing
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alternativo di alcuni esoni appartenenti ad un argene (Veikkoleet al., 1999). L’isoforma
VEGFesrappresenta la specie molecolare predominante. V&E@$presso in tessuti differenti
quali il cervello, fegato, rene, milza, ovaio, @ter nei tessuti in cui € in corso la cicatrizzagion
di ferite. La produzione di VEGF e indotta dall'gsla e da numerose citochine e fattori di
crescita: EGF Hpidermal Growth Factor), TGFf,, TNF-, IL-18 (interleuchina 1), la
prostaglandina £ IGF-1 (Insulin-like Growth Factor).

Esistono due recettori per VEGF: Flt-fim¢-like tyrosine kinase-1), recettore con maggiore
affinita espresso sulle EC, e KDRirfase insert domain-containg receptor), avente minore
affinita, che é stato identificato sulle EC, suinmuoiti e sulle cellule tumoraliEntrambi i
recettori sono organizzati in tre domini: una regiextracellulare costituita da sette domini,
una transmembrana e una intracellulare responsdélliattivita tirosin-chinasica. La cascata
dei segnali di VEGF inizia con la dimerizzazionedde recettori che si autofosforilano, grazie
al dominio tirosin-chinasico, ed attivano il rece#. 1l signaling del VEGF prevede il
coinvolgimento di numerose proteine, incluse latgiro chinasi C (PKC), i membri della
famiglia Ras, la fosfatidilinositolo-3 chinasi (KB e le MAP (mitogen-activated-protein)
chinasi.

VEGF aumenta la permeabilitd vasale attivando tzat@ del segnale delle MAP chinasi che
alterano le giunzioni intercellulari tra le EC sttibuendo le caderine (Kevét al., 1998).
Stimola inoltre la nitrossido sintetasi endoteligdOS), € un mitogeno specifico per le EC
perché attiva la cascata di segnale delle MAP shimaomuove la proliferazione (Ferrara,
2001) e sopprime la proteina proapoptotica baxr(teéet, 2000). L’effetto proangiogenico di
VEGF ¢ infine dovuto alla produzione di integrin@ec promuovono la migrazione e

proliferazione cellulare e la riorganizzazione delatrice (Sengest al., 1997).

Fibroblast Growth Factor

La famiglia di FGF consiste di almeno 22 molechke maggior parte di queste & secreta come
glicoproteine. Tutti i composti hanno un peso molae compreso tra i 18 i 30 kDa ed hanno
grande affinita per I'eparina. Il componente di sfaeclasse di citochine maggiormente studiato
e coinvolto nell’angiogenesi € FGF-2 (Prestaal., 1986), il quale viene secreto in basse
concentrazioni in molti organi, mentre e invece tmabbondante nel cervello e nella ghiandola
pituitaria. E inoltre presente nelle colture di Eiyroblasti, cellule muscolari lisce e gliali
(Florkiewicz et al., 1995). Sono stati identificati due tipi di rece&t per FGF-2: recettori
tirosin-chinasici ad elevata affinita (FGFR) e asdm affinita (HSPGheparan sulfate

proteoglycans). Sembra che il legame di FGF-2 a HSPG proteggecitachina dalla
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disattivazione promossa dall'ambiente extracelkularne permetta 'accumulo nella ECM e
nella membrana basale. Per questo motivo quanBE&M viene degradata dalle proteasi nella
fase iniziale dell’angiogenesi si ha un importanigescio di FGF-2 (Rusnaét al., 1996). FGFR

€ invece un recettore transmembrana tirosin-chanasicui legame con il substrato porta alla
dimerizzazione del recettore che si autofosforiltivandosi. FGF-2 ha un effetto
proangiogenico modulando a vari livelli questo @ssD:

- ha un effetto mitogeno poiché induce I'espressidinproteine antiapoptotiche;

- aumenta la produzione di MMP promuovendo la diéagene della ECM nella fase
iniziale dell’angiogenesi;

- stimola la migrazione cellulare. L’effetto chenaittico € dovuto all’attivazione delle
MAP chinasi;

- regola I'espressione di integrine e caderine.vBesposizioni a FGF-2 allentano le
giunzioni intercellulari, mentre esposizioni projate promuovono la ridistribuzione delle
molecole di adesione. Quindi, FGF-2 promuove iltatiso tra le cellule nelle prime fasi
dell’'angiogenesi e le interazioni intercellularilaenaturazione dei vasi.

- aumenta l'espressione di VEGF e del suo recettoli@fociti T e B e i macrofagi,
stimolati dal processo inflammatorio, possono ciase FGF-2. Questo a sua volta amplifica la
risposta infammatoria e angiogenica provocandmdidestazione e stimolando la formazione
dell'infiltrato inflammatorio (Prestat al., 2005).

Al contrario di VEGF, FGF-2 non e specifico percidlule endoteliali, infatti, il suo recettore
ad alta affinita si puo trovare non solo sulla sfipie di queste cellule, ma anche su cellule
della muscolatura liscia, fibroblasti, mioblasti cellule tumorali (Basilicoet al., 1992).
Evidenze sperimentali correlano FGF-2 al procesgpogenico sia in condizioni fisiologiche
che patologiche; inoltre topi privi della proteipgesentano difetti neuronali ed alterazioni negli
eventi di cicatrizzazione delle ferite e di ripacee dei tessuti, sottolineandone |l
coinvolgimento (Ortegat al., 1998).
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Rappresentazione schematicaldep che collega FGF-2 e i processi inflammatori (Rresal., 2005).

Inibitori endogeni dell'angiogenesi

Molti dei signaling intracellulari associati alla casata angiogenice volta attivati, innescano

dei feedback positivi, a sostenere una continua stimolaziorigdeesso, mediante produzione

e rilascio di fattori di crescita e dei loro recett La presenza di inibitori endogeni risulta

necessaria al fine di spegnere o limitare il segpabangiogenico. Sono stati identificati piu di

40 inibitori endogeni dell’'angiogenesi, e i pringijpsono:

effetto proapoptotico limitato alle EC attivateng@nezet al., 2000).

Interleuchine (IL): & stato dimostrato che le ILechontengono all'N-terminale la
sequenza Glu-Leu-Arg favoriscono I'angiogenesi §).-mentre quelle che non la
presentano sono antiangiogeniche (IL-4) (Strietef., 1995).

Inibitori tissutali delle metalloproteasi (TIPMhibiscono la migrazione delle EC.
Frammenti proteolitici: sono derivati della ECM fegene e fibronectina) o di enzimi
(plasminogeno). L’angiostatina € un frammento di KEBa del plasminogeno che
diminuisce I'espressione di VEGF e la proliferazatelle EC (Hajitowet al., 2002).
L’endostatina € un frammento di 20 kDa del collageth tipo XVIII, inibisce la
proliferazione delle EC indotta da VEGF agendo & ireelli (blocca il binding al
recettore e la sua fosforilazione, inibisce I'aione delle MAP chinasi) (Kinat al.,
2002). Blocca inoltre linterazione tra FGF-2 e H&BP riduce I'espressione di proteine
proapoptotiche (Dhanabeti al., 1999).
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v. Interferoni: glicoproteine che diminuiscono I'esgs®ne della MMP-9 e modulano
blandamente I'espressione di FGF-2 e VEGF (Sasamtueh, 2002; Slatonet al.,
1999).

3.2 Angiogenesi patologica

Nonostante I'abbondante presenza di fattori angimg@ei differenti tessuti, iturnover delle
EC in un organismo adulto sano e basso. In comifisiologiche il processo angiogenico
viene attivato nella formazione del corpo lutecekfdllicolo e nell'impianto dell’embrione, per
guanto riguarda I'apparato riproduttivo femminienella cicatrizzazione delle ferite. Un plesso
vascolare stabile dipende da un perfetto bilanammetra i segnali che favoriscono
'angiogenesi e la stabilizzazione dei vasi e qudlé promuovono la regressione vasale.

| regolatori positivi e negativi spesso coesistonello stesso tessuto e [lattivazione

dell’endotelio deriva dal loro bilancio (Iruela-Apeet al., 1997).

Inhibitors: —
Thrombospondin-1 /f e ___; \\
\ | '

The statins: @ (L

Angiostatin
Endostatin
Canstatin
Tumstatin

Il bilanciamento tra attivatori e inibitori dell'giogenesi (Bergergt al., 2003).

Le EC quiescenti mantengono tuttavia la loro cdpadi dividersi rapidamente in risposta a
stimoli fisiologici come per esempio l'ipossia. olte patologie questi segnali sono pero
eccessivi e il bilancio tra induttori e inibitorisulta alterato provocando un’attivazione

eccessiva del fenomeno angiogenico (Carmeliet, 2005

Meccanismi diversi regolano I'angiogenesi nell’erofgenesi e in condizioni patologiche.

Nell’embrione, infatti, le EC sono attivate, mentr@l’adulto si trovano incapsulate all’interno

di un rivestimento costituito da cellule murali.rRgesto durante 'embriogenesi hon vengono

coinvolti alcuni induttori e inibitori che inveceeltiadulto svolgono un ruolo attivo, come il
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fattore di crescita piastrinico (PDGF), alcune pnaasi, I'attivatore del plasminogeno, l'ossido
nitrico, la trombospondina-2. L'angiogenesi patidag inoltre, & spesso stimolata da un
processo inflammatorio. Monociti, macrofagi, piastr mast cellule e altri leucociti vengono
attratti nel sito dellinfiammazione da fattori pmgiogenici come VEGF. Queste cellule
producono a loro volta fattori angiogenici cheratib le EC, cellule muscolari lisce, fibroblasti,
leucociti e piastrine (Carmeliet, 2000).

Molte malattie, soprattutto infiammazioni croniclseno provocate da un’attivazione eccessiva
dell’angiogenesi: psoriasi, retinopatia diabeticartrite reumatoide, endometriosi,
arteriosclerosi. Di particolare importanza € il luoche questo fenomeno svolge
nell’accrescimento tumorale e nella metastizzazione

Al contrario, I'incapacita di attivare una buonapwosta angiogenica puo provocare patologie
come ulcere croniche, inefficiente cicatrizzaziatieferite e malattie vascolari a carattere

ostruttivo (Carmeliet, 2000; Folkman, 1995).

3.2.1 Angiogenesi tumorale

La crescita tumorale procede attraverso varie tappeprima fase consiste nella perdita del
controllo della proliferazione cellulare: le cebutominciano a dividersi rapidamente e formano
un piccolo carcinomin situ (2-3 mnf). Successivamente, pill la massa tumorale crescée p
cellule si trovano lontane dai capillari, la crégdumorale si blocca e raggiunge uno stadio
(steady state) in cui un ugual numero di cellule si riproducengore a causa della mancanza di
ossigeno e nutrienti (Folkman, 1995). Dopo divengsi o anni, il tumore puo acquisire |l
fenotipo angiogenicaoafgiogenic switch) e indurre la formazione di nuovi capillari.
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and vessel dilation —

d Continuous sprouting; e Tumour vasculature
new vessel formation and maturation;
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Lo switch angiogenico (Berget al., 2003).

L’attivazione di questo processo dipende dall'ippssausata dalllaumento della distanza tra
cellule e capillari ed inizia con lo sbilanciamerita i fattori che regolano I'angiogenesi in
modo positivo e negativo. Cellule tumorali, ECM earofagi attirati dal tumore rilasciano
fattori di crescita, come FGF-2 e VEGF, e viene idinto il rilascio degli inibitori
dell'angiogenesi come la TSP-1 (Pepper, 1997). ¢avascolarizzazione del tumone situ
aumenta le possibilita che le cellule tumorali iatrnel torrente circolatorio e raggiungano
tessuti lontani provocando metastasi. Le cellul¢astatizzate, una volta raggiunto I'organo
bersaglio, si dispongono attorno al vaso e fuodescdal capillare. In assenza del fenomeno
angiogenico le cellule si replicano velocementeait@ttanto rapidamente vanno incontro ad

apoptosi. Lo sviluppo del tumore secondario si hdo sdopo che é avvenuta la
neovascolarizzazione (Folkman, 1995).
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Nonostante l'ipossia sia I'evento scatenante siBadgiogenesi fisiologica che patologica, i
vasi che si formano nei tumori presentano speshe a@eomalie. Sono infatti caratterizzati da
un elevataturnover delle EC, fenestrazioni ed interruzioni della meama basale, una scarsa
presenza di periciti, una disomogenea organizzazemwlistribuzione delle cellule. Inoltre la
permeabilita vascolare e elevata e si hanno fenbulienoagulazione intravasale. Il flusso
sanguigno, la tensione di ossigeno e il pH tissusalno inferiori rispetto ai tessuti normali e
'assenza di vasi linfatici aumenta la pressionirstiziale. | vasi maligni appaiono quindi
collassati, scarsamente differenziati e fragilphabile risultato di un anomalo bilanciamento
delle molecole segnale. Una rete vascolare di qugsi risulta incapace di sopportare la rapida

crescita delle cellule tumorali con conseguentesfoe necrosi locale (Gasparini, 1995).

3.2.2 Angiogenesi coméarget antitumorale

L’efficacia dei farmaci antitumorali & spesso ridadia difficolta di veicolazione delle sostanze,
dalla loro mancanza di specificita e dalla resis@eche il carcinoma sviluppa verso di essi. Le
cellule tumorali sono quindi utarget mutevole a causa dell’instabilita genomica. Lascita
tumorale si basa su un adeguato apporto sanguignareli, sviluppo di vasi al suo interno. |
vasi anomali che vengono attratti nel tumore somnobersaglio evidente per la terapia
farmacologica, attraverso l'utilizzo di sostanzdiamgiogeniche, cercando cosi di superare
anche il problema della resistenza dato che le & geneticamente stabili, omogenee e
hanno un basso livello mutazionale (Kerbel, 1997).

L’angiogenesi tumorale puo essere inibita da sastahe hanno un effetto diretto sulle EC e da
sostanze che agiscono su cellule che stimolangibgenesi indirettamente (cellule dello
stroma, emopoietiche o tumorali). Gli agenti argiagenici diretti meglio studiati sono gli
inibitori del VEGF. Sono stati sviluppati anticor(ad esempicAvastin) ed inibitori tirosin-
chinasici (TKI) che legano VEGFR. Questa classmalecole non solo arresta la proliferazione
delle EC, ma ne aumenta la morte per apoptosi ertlala regressione dei vasi formatisi.

Le cellule tumorali rilasciano molti fattori proangenici ed inducono I'espressione dei loro
recettori sulle EC. Tra questi, EGEp{dermal Growth Factor) e particolarmente coinvolto
nell’angiogenesi tumorale soprattutto perché stmalproduzione di VEGF e del suo recettore
sui capillari sanguigni. Inoltre EGF modula la pierazione, I'adesione, la migrazione e la
differenziazione cellulare. Un’alterata espressiorativazione del recettore di EGF (EGFR) é
stata identificata in numerosi tumori solidi e siigto che bloccando EGFR di cellule epiteliali
neoplastiche si ottiene un effetto antiangiogenaovuto alla diminuzione dei fattori

proangiogenici e alllaumento degli inibitori. Moltibitori di EGFR sono stati sviluppati ed
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hanno dimostrato di avere una potente attivitat@mtrale dovuta in parte all’inibizione del
processo angiogenico (lzumtial., 2002; Ellis, 2004).

Nell'ottica di un approccionultitarget, lo sviluppo di composti che riescano a colpathways
sia angiogenici che della crescita tumorale offre potenziale miglioramento dell’efficacia

terapeutica rispetto a inibitori di singole viesgignale.

4. EGFR nello sviluppo tumorale

4.1 Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)
EGFR € un recettore tirosin-chinasico transmembcaieaappartiene alla famiglia dei recettori
erbB/HER (Yarden, 2001). Questa classe di recettppresenta il centro di una complessa
cascata di segnali intracellulari che modula lalifen@zione, I'adesione, la migrazione e la
differenziazione cellulare. EGFR é fisiologicameaspresso in molti tipi cellulari soprattutto
di origine endoteliale, € sovraespresso in alcumari, ma non e presente negli elementi
corpuscolati del sangue.
Alla famiglia dei recettori erbB appartengono guatinembri: EGFR (HER1/erbB-1), HER2
(erbB-2/neu), HER3 (erbB-3), HER4 (erbB-4).
| fattori di crescita che attivano i recettori ErbBno caratterizzati dalla presenza di un dominio
EGF-simile costituito da una sequenza di 40 amnuilclbacontenenti sei cisteine aventi la
stessa posizione e che formano ponti disolfuro liigBaformano in questo modo tre subunita
che conferiscono specificita al legame con il necet Questi ligandi vengono espressi come
proteine ancorate alla membrana e vengono poadéttia enzimi proteolitici (Massageeal.,
1993). A seconda dellaffinita per i diversi memidella famiglia ErbB, i ligandi vengono
suddivisi in tre gruppi:

- EGF, TGFB e anfiregulina legano EGFR;

— betacellulina, HB-EGFhgparin-binding growth factor) ed epiregulina interagiscono sia

con EGFR che con ErbB-4;

— eregulina e tomoregulina legano ErbB-4 e ErbB-3ti@at al., 2007).
Tutti i recettori ErbB presentano 3 domini:

a. Il dominio extracellulare N-terminale glicosilatorttiene il sito di legame per il ligando

specifico. E la porzione meno conservata degli EebPer questo motivo i quattro

recettori presentano una diversa affinita per iediv ligandi. E costituito da quattro
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subunita (domini I-1V). | domini Il e IV sono ricchdi cisteine che legano le due
subunita tra di loro attraverso ponti disolfuro,mme i domini | e Il partecipano al
binding del ligando. A differenza degli altri membri, HER&n presenta ponti disolfuro
tra il dominio Il e IV ed é quindi incapace di legaun ligando specifico. Tuttavia,
presenta una conformazione simile a quella di E@HiRRato e sembra pertanto essere
un recettore costitutivamente attivo sempre in grai eterodimerizzare con altri
recettori ErbB attivati (Roskoski, 2004). La stun#t di questo recettore permette quindi

la dimerizzazione con altri recettori attivati sefa necessita delnding del ligando.

Dominio extracellulare di EGFR. Il dominio | & idito in rosso, il Il in verde, il lll e IV in grigi
(Ferguson, 2004).

II dominio transmembrana idrofobico attraversa soéa volta la membrana. Questa
regione sembra avere molte funzioni regolatrici eomla modulazione
dell'internalizzazione del recettore, la sua dmtrione nelle cellule polarizzate e la sua
associazione con proteine come la calmodulina éatlal., 2005).

Il dominio intracellulare contiene un dominio tineshinasico responsabile della
cascata del segnale intracellulare. La regioneagstiulare di EGFR comprende tre
subunita. Quella piu vicina alla membrana plasraatigola con un meccanismdeed-
back I'attivita della protein-chinasi C (PKC). Il secamddominio € un tratto non
catalitico carbossi-terminale che contiene sei 8ibsinici trans-fosforilabili che
fungono da siti di legame per trasduttori del ségra per attivatori di substrati

intracellulari. Presenta inoltre motivi strutturaddispensabili per I'internalizzazione del
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recettore e la sua degradazione. Il terzo domingggnta attivita tirosin-chinasica ed e
responsabile della fosforilazione dei residui timas presenti nel secondo dominio
(Bazley et al., 2005). Il dominio tirosin-chinasico di EGFR prete I'architettura
bilobata tipica di tutte le protein-chinasi: il lmbminore mostra una regione ricca di
glicina indispensabile per il legame dellATP, nrenguello maggiore possiede il sito di
binding per il substrato. Il sito catalitico si trova inaitasca tra i due lobi.

41.1 Attivazione di EGFR

Binding del ligando

In assenza del ligando, EGFR si trova in una comdaione chiusa in cui il dominio Il forma
legami intramolecolari con il dominio IV. In questnodo il recettore e autoinibito poiché
incapace di dimerizzare. Il dominio tirosin-chir@spresenta invece una conformazione aperta
e attiva contrariamente alle altre tirosin-chinake in assenza di ligando presentano una
conformazione compatta che impedisce I'entratasdbktrato nel sito catalitico (Bazleyal.,
2005).

Quando EGF é presente nell’lambiente extracelldliega contemporaneamente lo scheletro
carbonioso del dominio | e i gruppi in catena lakerdegli amminoacidi del dominio 1l della
porzione extracellulare del recettore. Nella comf@zione inattiva i due domini si trovano
troppo lontani tra loro per permettere l'interazatel ligando con entrambi, essendo questo di
dimensioni relativamente modeste. Per questo mditilegame pud avvenire con alta affinita
solo dopo una rotazione di 130° dei domini | e@dpetto al Ill. Questo riarrangiamento provoca
la rottura dei ponti disolfuro tra il dominio II1¥, esponendo il braccio di dimerizzazione con

il passaggio ad una struttura estesa (Roskosk#)200
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Interazione con il ligando, passaggio alla stratestesa e dimerizzazione di EGFR (Ferguson, 2004).

Dimerizzazione e attivazione del recettore

Sono stati proposti diversi meccanismi che promuaovbriarrangiamento conformazionale del
dominio extracellulare di EGFR, la sua dimerizzagi@ conseguente attivazione. L'ipotesi piu
accreditata sostiene che EGFR sia una strutturandoa capace di assumere diverse
conformazioni e che ibinding del ligando lo blocchi in una conformazione corepét per la
dimerizzazione con il dominio Il esposto. La difeea di energia libera tra la forma aperta e
guella in cui dominio Il e IV sono legati & infatti 1-2 kcal/mol. Quindi, approssimativamente
il 95% dellEGFR totale si trova in una conformaaoavente bassa affinita per il ligando,
mentre circa il 5% e caratterizzato da un’altanétfi per il ligando competente per la
dimerizzazione. Questa teoria € confermata anchdatiaforniti da studi cristallografici. |l
ligando interagisce preferenzialmente con la conémione attiva e spostando I'equilibrio
verso di essa (Ferguson, 2004; Roskoski, 2004inadifica conformazionale piu rilevante che
si ha in seguito abinding del ligando e la rottura dei legami intramolecotea il dominio Il e

IV. Questo fenomeno permette I'estensione dlaap di dimerizzazione presente nel dominio
I che pud andare ad interagire con quello di uoosdo recettore ErbB attivato. La
dimerizzazione avviene grazie a interazioni di tgruofilico, legami ad idrogeno e forze di
Van der Waals (Ferguson, 2004; Bazéewl., 2005).
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Dimerizzazione del dominio extracellulare di duelecole di EGFR (Bazlewgt al., 2005).

Dal processo di dimerizzazione si possono ottepemedimeri, costituiti dall’'unione di due
recettori uguali, oppure eterodimeri costituiti lilalerazione di due diversi recettori ErbB
(Roskoski, 2004). Il migliorpartner di dimerizzazione di EGFR e ErbB-2 poiché gli
eterodimeri contenenti questa isoforma sono pdatioente potenti. ErbB-2 forma infatti
eterodimeri molto stabili che vengono internalizaatmisura inferiore e diminuisce il grado di
dissociazione tra EGFR a cui &€ accoppiato e illigamdo (Yarden, 2001).

La dimerizzazione della regione extracellulareréekttore stimola la cross-fosforilazione tra i
due recettori di alcuni residui tirosinici. | residirosinici di ogni membro della famiglia ErbB
e gli amminoacidi vicini ad essi sono tali che ogguettore interagisca solo con una specifica
classe di secondi messaggeri. In questo modo \peodotta una risposta biologica precisa
(Bazleyet al., 2005). In seguito alla fosforilazione del recedtde proteine intracellulari che

riconoscono i siti fosforilati interagiscono comelcettore iniziando la cascata del segnale.
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Cascata del segnale

EGFR riveste un ruolo essenziale nello sviluppordiani e tessuti grazie ai suoi effetti sulla
proliferazione cellulare, differenziazione, apoptdavasione e angiogenesi. A tal fine, in

seguito alla dimerizzazione del recettore, vengattivate numerose proteine adattatrici.

Pro-ErbB
@ - ligand

Survival | Cell Proliferation | Metastasis

Anti-apoptosis

Cascata del segnale di EGFR in cellule canceros@¢Bet al., 2007).

Una delle vie di segnale piu studiate include lscata Ras/ERK attivata da EGF attraverso la
proteina adattatrice Grb2. La proteina Ras attimadaula I'attivazione delle MAPKn{itogen-
activated protein kinases). Queste protein-chinasi possono traslocare tdfimo del nucleo
dove vanno a fosforilare ed attivare alcuni fattdri trascrizione. In questo modo viene
incrementata la produzione di proteine inibitriellgipoptosi (IAPs) e di alcuni membri della
famiglia di proteine antiapoptotiche Bcl-2. Allapgrfamiglia delle MAPK appartengono anche
le ERK (extra-cellular signal-regulated kinases) che promuovono la proliferazione cellulare
attivando i magagiori fattori di trascrizione coirtranella divisione cellulare, come c-Myc e
alcune isoforme della famiglia delle RSKkjpsomal subunit kinase). EGFR attivato puo inoltre
interagire direttamente con la fosfolipasy €Che modula l'idrolisi del fosfadilinositolo 4,5-
difosfato in inositolo 1,3,5-trifosfato, importanper il rilascio del calcio intracellulare, e 1,2-
diacilglicerolo, implicato nell’attivazione dellaqteinchinasi C che puo a sua volta attivare le
MAPK. La via del segnale di EGFR maggiormente icgtih nella regolazione della
proliferazione cellulare e rappresentata dall'attiene delle serin-treonin-chinasi AKT. Queste
proteine controllano la sopravvivenza cellulardo@mdo l'attivita apoptotica di alcuni membri

della famiglia delle proteine Bcl-2 e della Casp8si EGFR attivato, inoltre, induce la
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fosforilazione delle proteine STAT che possono uesjo modo traslocare nel nucleo dove
regolano I'espressione genica e la sopravvivenitalae (Biancoet al., 2007). EGFR, infine,

stimola I'angiogenesi aumentando la secrezionelbV (Ellis 2004).

4.1.2 Ruolo di EGF in fisiologia e patologia
| recettori ErbB e i loro ligandi sono espressgumsi tutti i tessuti sani sia nell’embrione che
nell'adulto. Nellembrione EGFR é indispensabiler pe@ sviluppo del sistema nervoso, del
cuore e del tessuto epiteliale. Tuttavia sembrangila maggior parte dei tessuti sani esso si
trovi in una forma dormiente. | topi in cui & statibenziato il gene per EGFR presentano
neurodegenerazione e inappropriato sviluppo neleodeall'ippocampo, difetti a livello del
tessuto epiteliale, che si manifestano a livelltacao con infiltrati infiammatori, ed ipertrofia
cardiaca, patologia che ne causa la morte dopomssi dalla nascita (Burgess, 2008).
Nell’adulto EGF svolge diversi ruoli importanti:
— alivello dell’epidermide, modula la proliferazignia migrazione, I'adesione cellulare, i
processi inflammatori e la cicatrizzazione delletée
— nella formazione del tessuto osseo stimola lafgralzione dei preosteoblasti;
— alivello dell'apparato riproduttivo femminile media maturazione del follicolo ovarico
e I'impianto dell’embrione (Schneidetral., 2009).
Tuttavia la complessita delle vie di trasduzionklegigame e la loro importanza nel modulare la
crescita e sopravvivenza cellulare mettono in evaddl potenziale ruolo di alterazioni a carico
di EGFR in condizioni patologiche (Bianebal., 2007). | recettori ErbB, infatti, sono implicati
in molte patologie tra le quali la psoriasi, maéathfiammatorie, patologie cardiache, il morbo
di Alzheimer e lo sviluppo tumorale (Burgess, 2008)

4.1.3 EGFR e cancro

La teoria che alterazioni di EGFR e della sua dasdal segnale contribuiscano alla formazione
del fenotipo tumorale e stata formulata nei primnia'80 a partire dall’'omologia di questo
recettore con il prodotto di traduzione dell’'oncogevirale dell’eritroblastosi aviaria (v-erbB).
L’alterazione del segnale di EGFR é infatti assacia tutte le caratteristiche salienti della
crescita e sviluppo tumorale: proliferazione cealtal incontrollata, invasione dei tessuti,
angiogenesi tumorale e metastasi (Biaetc., 2007).

Diversamente dalle cellule sane in cui I'attivazdom la trasduzione del segnale € finemente
controllata, nelle cellule tumorali questi meccamisgegolatori sono alterati a vari livelli.

Elevati livelli di EGFR sono una caratteristica aom di molti tumori solidi come il tumore
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mammario, alla testa e al collo, al polmone, ai,ralte ovaie, alla vescica e al colon (Herbst,
2004). Mentre nelle cellule sane I'espressione@R va da 40000 a 100000 unita per cellula,
il numero di recettori esposti dalle cellule caomser € maggiore e, nel caso di tumore
mammario, puo raggiungere 2 milioni di unita pexscuna cellula (Herbst, 2004; Biarstal .,
2007). L'aumento dell’espressione di EGFR e caudatdiversi meccanismi, tra cui 'aumento
della produzione di ligandi per EGFR, 'aumentolalétascrizione e I'amplificazione del gene
di EGFR e mutazioni della porzione extracellulagérécettore (Biancet al., 2007). Vari studi
hanno dimostrato che I'espressione di EGFR risottaelata con una ridotta possibilita di
guarigione e di sopravvivenza dopo la malattia, cativa prognosi, un maggior rischio di
ricadute e metastasi (Bianebal., 2007). Inoltre, mentre nelle cellule sane EGFRBessita di
un ligando per poter essere attivato, in quellecaih questo evento non € sempre necessario
per l'attivazione del recettore. Le cellule tumomsdvraesprimono un recettore di E@Hd-
type che viene attivato anche in assenza del liganwlavatso la transattivazione del recettore
(Normannoet al., 2006). Inoltre le cellule tumorali esprimono aead&GFR mutato (EGFRUVIII)
caratterizzato da delezioni a livello del dominitracellulare del recettore che permettono
un’attivazione costitutiva del dominio tirosin-chsico. Infine, molti tumori sovraesprimono
TGF, ligando di EGFR (Duttat al., 2007).

EGFR agisce principalmente a due livelli sullo gppo e crescita tumorale:

— previene l'apoptosi sia bloccando i recettori dida proapoptotici come TNk-che
modulando positivamente |'espressione di proteinéapoptotiche (Biancoet al.,
2007);

— stimola l'angiogenesi tumorale aumentando la praxhez di VEGF, di metalloproteasi
e di FGF-2. In particolare VEGF sembra esserettbifa di crescita maggiormente
coinvolto nell’angiogenesi tumorale e viene rilasci in seguito a vari stimoli dalle
cellule tumorali. Una volta secreto, VEGF attivacidlule endoteliali, ne promuove la
migrazione e permette loro di acquisire il fenotgpwiogenico (Ellis, 2004; Tabernero,
2007).
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Aumento dell'espressione di VEGF indotto dall'anmieetumorale (Tabernero, 2007).

Le cellule endoteliali stesse, inoltre, esprimor®MR, il che fa supporre una loro attivazione
attraverso un’azione diretta da parte di EGF (Ba&tet., 2006).

4.1.4 Approcci terapeutici
EGFR svolge un ruolo molto importante nella regamlag della crescita cellulare e
proliferazione. Il ruolo di EGFR nello sviluppo tonale € stato solo parzialmente definito, ma
e certamente un importante mediatore della patagémmorale. Da solo EGFR non € in grado
di indurre la sopravvivenza cellulare in modo inaigd, ma agisce come un sensore del grado
di apoptosi all'interno della cellula. Inoltre EGFRimola la neoangiogenesi tumorale
indispensabile per lo sviluppo del carcinoma e ktastasi. Per questo motivo negli ultimi
vent’anni la ricerca si e orientata allo studiole #ormulazione di nuovi agenti terapeutici
aventi cometarget EGFR. Sono stati sviluppati numerosi inibitori BGFR aventi diversi
meccanismi d’azione:
I.  anticorpi monoclonali (MAb), che legano il dominextracellulare del recettore e
competono con i ligandi endogeni;
ii.  inibitori tirosin-chinasici (TKI): piccole molecolehe legano la regione intracellulare di
EGFR,;
ili.  immunotossine coniugate che veicolano tossine;
iv.  oligonucleotidi antisenso o IRNA che diminuiscorespressione di EGFR;
v. farmaci che hanno contarget molecole adattatrici coinvolte nella cascata @ginsile
di EGFR.
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Tra questi, MAb e TKI sono sicuramente gli apprqaci promettenti e piu studiati (Bianeb
al., 2007).

MADb

I MAb competono con il ligando per l'interazione dbminio extracellulare di EGFR,
promuovendone linternalizzazione e la degradazid&ssi, quindi, impediscono I'attivazione
del dominio tirosin-chinasico e diminuiscono la siél di recettori liberi per EGF sulla
superficie della cellula (Duttat al., 2007). Il primo MAb ad essere stato approvato e
Cetuximab, anticorpo monoclonale umanizzato cheuiaffinita per il recettore maggiore
rispetto a quella di EGF e TGEF-ed un’elevata emivita. Cetuximab, inoltre, legatan il
recettore mutato EGFRUVIII. La sua attivita antituale € dovuta all'inibizione della crescita
delle cellule cancerose, alla perturbazione deb aellulare, alla promozione dei meccanismi
apoptotici e all'inibizione dell’angiogenesi connseguente riduzione della possibilita di dare
metastasi. Cetuximab & una molecola ben tollerdt @tilizzata da sola o in associazione con
altre terapie antitumorali per molti tipi di cancaome quello del colon, nasofaringeo,
polmonare, del collo e del cervello (Ellis, 200Molti altri MAb diretti contro EGFR sono ora
in via di sviluppo, tra cui Panitumumab, anticorpompletamente umano che promuove

I'internalizzazione ma non la degradazione delttece (Bianccet al., 2007).

TKI

Gli inibitori tirosin-chinasici sono stati propostome agenti antitumorali da quindici anni.
Inizialmente 'attenzione fu riposta in TKI che agero coméarget solamente ErbB-1, tuttavia
furono prodotti molti composti aventi bassa poteazpecificita. Lo sviluppo di TKI ad elevata
potenza e specificita si ebbe con l'identificaziat® composti anilinochinazolinici che sono il
punto di riferimento per la sintesi di nuovi farmawenti cometarget il dominio tirosin-
chinasico di EGFR (Fry, 2002). | derivati anilinawdzolinici sono piccole molecole che
inibiscono l'autofosforilazione di EGFR e quindiattivazione del recettore e la cascata
intracellulare del segnale (Ellis, 2004). TKI sg&mo al sito di legame per ATP nel dominio
tirosin-chinasico intracellulare e ne bloccanotiéta catalitica. Uno dei problemi principali,
legato all'impiego di questo approccio terapeuticaappresentato dalla bassa specificita di
questi inibitori, poiché molti enzimi utilizzano @ substrato I'ATP. Inoltre, la concentrazione
cellulare dellATP stesso e di 1-5 mM e molte pmotehinasi si attivano a concentrazioni
molto piu basse (0.2-20M). Quindi a partire da queste considerazioni &deggensare che gli

inibitori che si legano al sito del’ATP siano ifieaci in vivo. Tuttavia la capacita del’ATP di
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legare le protein-chinasi nella loro conformazigmegttiva € di molto inferiore alla capacita di
legare la loro conformazione attiva. Questa difi@geediminuisce la competizione tra ATP e
inibitori, poiché questi si legano preferenzialngeatla conformazione inattiva del recettore, e

cio aumenta di conseguenza la loro efficacia irdeoani fisiologiche (Roskoski, 2004).
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Struttura generica di una chinazolina e principdiidi interazione con i recettori HER (Fry, 2002)

L'atomo N1 della chinazolina interagisce attravetso ponte ad idrogeno con M&tdella
chinasi nello stesso modo in cui ATP interagisae leenzima. L'importanza di tale interazione

e tale che la sostituzione di N1 con un atomo dba@@io diminuisce di circa 3700 volte la
potenza inibitoria della molecola. N3, invece, iatgsce attraverso un legame ad idrogeno con
il gruppo idrossilico di THP® con linterposizione di una molecola d’acqua conuatp. I
contributo che questa interazione apporta all'@fie di molto inferiore rispetto a quella di N1.
Infatti se viene sostituito N3 I'attivita inibit@idiminuisce di 200 volte. C2 € legato attraverso
un ponte ad idrogeno con Gifi mentre probabilmente C8 interagisce con forzeadi der
Waals con Méf®. La sostituzione nel nucleo chinazolinico con niliaa in posizione C4 ha
un ruolo importante nellaumentare la selettivithadfinita di questi inibitori. L’anello fenilico
dell'anilina, infatti, esce dal piano occupato dae anelli condensati e va ad interagire con una
tasca idrofobica del recettore. A questa regiorea®ttore hanno accesso solamente i TKI e
non ATP e questo potrebbe spiegare perché alcuiton hanno maggiore affinita per
'enzima rispetto al loro stesso substrato. Urdaltegione della chinazolina di particolare
interesse per I'interazione con il sitolinding di ATP € C6 che, se alchilato con una catena di
pochi atomi avente un gruppo elettrofilo, come rilamide, pud interagire con CY¥3§
formando un prodotto di addizione che provoca Winione irreversibile dellenzima (Fry,
2002).
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Interazione di una chinazolina con il sito di bimglidel’ATP (Roskoski, 2004).

Le due molecole di questa famiglia che sono stasggmrmente studiate sono Gefitinib
(ZD1839, Iressa®Astra Zeneca) ed Erlotinib (OSI-744, Tarceva™S Pharmaceuticals).
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Gefitinib € un TKI reversibile, lega EGFR con grareffinita, bloccandolo, in concentrazioni
nanomolari senza perd0 promuoverne l'internalizzazie la degradazione. Potenzia I'effetto
citotossico di altri agenti chemioterapici ed eé®tapprovato per il trattamento del tumore al
polmone in USA e Giappone come monoterapia in pézéhe non rispondono alle terapie
convenzionali (Roskoski, 2004; Dutal., 2007).

Erlotinib € un TKI reversibile ed & stato approvpss il trattamento di pazienti colpiti ¢en-

small-cell lung cancer localmente avanzato o metastatico ed e il trattéonedi elezione contro
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il cancro pancreatico metastatico o localmente zatanin associazione con gemcitabina.
Erlotinib lega anche la tirosin-chinasi associath BGFRvIIl, ma come Gefitinib, non
diminuisce la densita dei recettori per EGF sullpesficie della cellula. Elevate dosi di
Erlotinib sono richieste per ottenere un’efficagibdizione di EGFR e quindi un ottimale effetto
chemioterapico nonostantevitro blocchi il suctarget a concentrazioni nanomolari (Bianeo
al., 2007).

Numerosi TKI con diversa specificita e potenza sorain fase avanzata di studio. Quelli piu
promettenti sono Canertinib e PD153035, che vegscritto in seguito. Canertinib € un
inibitore irreversibile di EGFR che lega tutti i mbri della famiglia ErbB. Il suo meccanismo
d’azione prevede l'alchilazione di un residuo diteina all'interno del sito diinding di ATP
che inibisce I'autofosforilazione del recettoreingltre possibile che il potente effetto inibitorio
dimostrato negli studi preclinici sia in parte dovalla degradazione del recettore (Biamto
al., 2007).
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Struttura di Canertinib

| TKI vengono somministrati per via orale ed harbreve emivita, quindi richiedono una
somministrazione giornaliera e, generalmente, pdssio una bassa specificita se comparata a
qguella dei MAb (Biancoet al., 2007). Un importante vantaggio evidenziato sia Tdd
approvati finora sia da quelli in fase avanzatatddio, € rappresentato da effetti collaterali
indotti molto meno severi rispetto a quelli causddile terapie convenzionali. La tossicita
causata da questi inibitori si manifesta comeh cutaneo, eruzioni acneiformi localizzate
prevalentemente a livello di viso, collo e arti supri che scompaiono dopo la sospensione

della somministrazione (Herbst, 2004).

PD153035
PD153035 o (6,7-dimetossichinazolin-4-il)-(3’-brof@nil)Jamina cloridrato € un inibitore

specifico e potente della tirosin-chinasi di EGFR.
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PD 153035

La sua costante di inibizione & nell'ordine delleomoli per EGFR, mentre inibisce le altre
tirosin-chinasi purificate se si trova in concentoai micromolari o superiori. Questo principio
attivo inibisce I'autofosforilazione di EGFR a cemtrazioni nanomolari nei fibroblasti e nelle
cellule di carcinoma epidermoide umano bloccandettseamente i processi intracellulari
attivati da EGFR tra cui la mitogenesi e la trasfazione oncogenica (Frgt al., 1994).
PD153035 provoca una diminuzione della crescitéuleeeé principalmente nelle cellule che
sovraesprimono EGFR e in modo dose-dipendenterastando tutti gli effetti provocati dalla
somministrazione esogena di EGF (Basal., 1997). Il trattamento con questo composto
modula in modo diverso la trascrizione di 312 gessociati ai processi infiammatori,
all'adesione cellulare, all'apoptosi e alla regadaz del ciclo cellulare. PD153035 stimola
I'espressione di chemochine e promuove I'attivagidel sistema immunitario. L’attivazione di
una risposta immunitaria potrebbe essere un nucccamismo attraverso cui gli inibitori di
EGFR prevengono l'inflammazione persistente doalifaapilloma virus umano che evolve nel
cancro della cervice uterina. In seguito a somriresone del farmaco si ha diminuzione
dell’'espressione di diverse proteine antiapoptetiechaumento delle proteine proapoptotiche.
L’inibizione dellattivita di EGFR da parte di PD3635 previene l'invasione dei tessuti da
parte delle cellule tumorali. Questo processo kitmiin modo dose-dipendente ed & dovuta al
fatto che questo TKI aumenta I'espressione di glei aumentano l'adesione cellula-cellula e
cellula-matrice e diminuisce l'espressione delletath@proteasi (Woodworttet al., 2005).
Questa molecola porta anche ad una significativibizione dell’'angiogenesi, poiché
diminuisce la produzione di VEGF da parte delldubelche sovraesprimono EGFR (Cae
al., 2005). Tuttavia, come gli altri TKI, non diminuis€espressione di EGFR sulla superficie
cellulare (Bost al., 1997).

PD153035 e attualmente in fase clinica Il ed éstatensivamente usato come struttura di base

per la progettazione di nuovi e piu efficaci farindicquesta famiglia (Kleiret al., 2009).
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Vandetanib
Nei tumori solidi, i pathways di EGFR e VEGF sono collegati, in particolare pgranto
riguarda I'angiogenesi. EGF e T@Finducono I'espressione di VEGF attraverso I'attioae
di EGFR in modelli di colture cellulari, dimostramajuindi proprieta proangiogeniche. La
cascata del segnale derivante da EGFR modula gtandjiogenesi attraversoup-regulation
di VEGF e di altri mediatori chiave nel processagiagenico (Ellis, 2004). Nei modelli
preclinici, il blocco di EGFR da parte di TKI pros@ unadown-regulation dei mediatori
proangiogenici, tra cui VEGF, provocando una riduei nella densita dei microvasi e della
metastasi. Attraverso il blocco di EGFR, puo esgarssibile sensibilizzare le cellule ad una
terapia antiangiogenica, riducendo la loro capadit&@opravvivere e, viceversa, le cellule
possono incontrare piu difficolta a sopravvivereassenza di un’adeguata vascolarizzazione
diventando maggiormente sensibili ad una terapiguamorale. Tuttavia, I'inibizione di EGFR
non puo, da sola, bloccare la produzione di VEGFechge I'espressione di quest’ultimo e
regolata da molti altri fattori. Inoltre, la somnstrazione prolungata di inibitori di EGFR puo
provocare lo sviluppo di resistenze e una maggiooduzione di VEGF, che pud contribuire a
rendere le cellule tumorali resistenti agli inibitprabernero, 2007).
VEGEF interagisce principalmente con recettori pnéissulle cellule endoteliali, ma puo legarsi
anche a recettori presenti su cellule tumorali, tepwetiche e neuronali. Dei due recettori noti
per questo fattore di crescita, VEGFR-1 o Flt-1 EGFR-2 o KFR, il secondo ¢ il recettore
principale nella trasmissione del segnale indotm VMEGF. KDR € infatti coinvolto
nell'induzione della proliferazione, dell’angiogene della permeabilita vascolare, tutti effetti
notoriamente tipici di VEGF. Quando il fattore descita si lega a VEGFR-2, al pari di tutti i
recettori tirosin-chinasici, avviene la dimerizzar del recettore e la conseguente induzione
della fosforilazione ad opera dell'attivita tirosthinasica. Inizia in questo modo pathway
intracellulare che si traduce in un aumento deltaliferazione delle cellule endoteliali,
migrazione, sopravvivenzaprouting e formazione di strutture tubulari, cosi come wpa
regolation di molecole coinvolte nella degradazione della ECMbernero, 2007). Gli effetti
proliferativi indotti da VEGF sono quindi responsalella progressione tumorale, sia per
un’azione diretta sulla proliferazione delle cedlidancerose, che, soprattutto, per I'induzione
dellangiogenesi tumorale.
Rispetto a un approccio terapeutico mirato ad um gathway tumorale, la combinazione di piu
bersagli puo far supporre un potenziale aumenttetielacia terapeutica. Per tale motivo, sono

stati progettati TKI in grado di inibire sia il reitore di EGF che di VEGF. In questo modo si
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potrebbero contrastare sia la crescita tumoralbeimo la proliferazione e la sopravvivenza
cellulare EGFR-dipendenti, sia il processo di neowtarizzazione, con meccanismo indiretto,
agendo sull'inibizione del rilascio di VEGF via EBFda parte delle cellule tumorali, e
direttamente sulle cellule endoteliali, bloccandagnaling dei due fattori di crescita che non
riescono ad attivare il proprio recettore.

Vandetanib (o ZD6474) é un inibitore duale di EGREGFR-2 che contrasta la progressione
di forme cancerose resistenti agli inibitori di BGFprobabilmente grazie all’effetto inibitorio
che questo composto esercita sui segnali derivdatiVEGF. Questo TKI a struttura
anilinochinazolinica, che attualmente si trovaasd clinica Il, lega in maniera reversibile KDR
e EGFR, andando ad occupare il sito intracelluthreegame per I'ATP in modo analogo ai
TKI gia descritti (Wedgeet al., 2002). Vandetanib mostra un potente effetto oo verso
VEGFR-1, VEGFR-2 e EGFR in diversi modelli muribipccando sia ikignaling di VEGF
che l'angiogenesi e la crescita tumorale (Tabern2@®7). Inoltre riesce a contrastare la
crescita di tumori che hanno gia sviluppato unéstesza verso TKI selettivi per solo EGFR,
probabilmente grazie alla sua azione inibitoridadelscata intracellulare di VEGF (Ciardiello
et al., 2004).

ZD6474

Anti-EGFR effect
At the tumour cell, ZD6474 may:

« Inhibit cell proliferation

Anti-VEGFR-2 effect
At the endothelial cell, ZD6474:

» Inhibits angiogenesis by

+« Decrease invasion

decreasing endothelial cell
proliferation and migration

* Inhibits VEGF-dependent
endothelial cell survival

« Decreases vascular
permeability

«  Promote apoptosis
« |nhibit metastasis

* Decrease VEGF production
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5. Agenti antimitotici nella terapia antitumorale

5.1 Agenti antimitotici

Gli agenti anti-mitotici sono una classe di compoptevalentemente di origine naturale,
utilizzati in terapia antitumorale per l'elevatatidta antiproliferativa. Il loro bersaglio
molecolare e rappresentato dalla tubulina, compeniease dei microtubuli. Interferendo sulla
dinamica di assemblaggio-disassemblaggio defteterodimeri di tubulina, inducono la morte
cellulare senza provocare danni al DNA e quindi amaini a livello del genoma. Tale
meccanismo d’azione & anche alla base dell'attigitéiangiogenica, manifestata da alcuni
composti di questa classe e che rappresenta un mmolifetto per bloccare o limitare lo
sviluppo della massa tumorale tramite soppressiefie scambio di nutrienti e di gas.

Gli agenti anti-mitotici sono suddivisibili in dudassi: i) inibitori della polimerizzazione e ii)
inibitori della depolimerizzazione.

La prima classe comprende sostanze in grado dirénla polimerizzazione della tubulina,
bloccando in tal modo I'assemblaggio del microtobeilfavorendone la depolimerizzazione. Si
tratta quindi di agenti destabilizzanti che si lsgaa due distinti domini presenti nelfa
tubulina. La colchicina e i suoi derivati si legamoun sito localizzato all'interfaccia intra-
dimero trao. e B tubulina, mentre gli alcaloidi delMinca Rosea, quali vincristina e vinblastina,
interagiscono con un sito presente all'interfacdell’'estremita positiva dellg tubulina,
accanto al sito di legame del GTP. In entrambi si,cd complesso sostanza-microtubulo
rallenta il processo di allungamento dei microtibalimentando in misura piu 0 meno marcata
la depolimerizzazione del filamento citoscheletriédtualmente, mentre la colchicina non
viene piu utilizzata a causa della sua elevataditésla vinblastina, come del resto anche la
vincristina, trovano impiego nella terapia di nuogtipi di neoplasie.

Gli inibitori della depolimerizzazione, legandositasche lipofile dell@-tubulina aumentano il
processo di polimerizzazione, portando alla formaidi microtubuli non funzionali. A questa
classe di agenti stabilizzanti appartiene il tasg®laclitaxel), utilizzato principalmente nella

terapia di tumori solidi, quali quello mammario@rmonare (Alberet al., V edizione).
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5.2 Flavoni e derivati

| flavoni come antimitotici

| flavoni appartengono alla famiglia dei flavongidomposti polifenolici presenti in natura, in
grado di inibire la polimerizzazione della tubulinagandosi allo stesso dominio di legame
della colchicina. L’azione antitumorale di questingposti € stata attribuita anche ad altri
meccanismi d’azione, quali alterazione dell’espmrss genica e dell’attivita di enzimi epatici
(citocromi) coinvolti nel metabolismo di sostanzancerose, inibizione di enzimi regolatori
come proteinasi K e fosfodiesterasi, inibizionelel@romatasi (implicate nella sintesi degli

estrogeni) e inibizione delle topoisomerasi.

Flavoni

E’ stato evidenziato che la parte della molecolafldgoni responsabile del legame con il sito
della colchicina all'interno dell@-tubulina e il sistema biarilico A-C. Da questauiira di
base sono state effettuate modifiche con lo scomdtehere derivati anti-mitotici piu potenti.
La sintesi di numerose molecole ha consentito ténhere importanti relazioni struttura-attivita,
che possono essere cosi riassunte:

- tutti i composti rigidi (con un sistema di anellsf in posizione 2,3) e tutti i derivati con
un eterociclo in posizione 2 al posto del fenikuliano essere meno o per niente attivi
rispetto agli analoghi 2-fenil sostituiti;

- per quanto riguarda il fenile in posizione 2, i qasti piu attivi sono quelli con I'anello
libero o sostituiti in meta;

- la sostituzione dell'ossigeno in posizione 1 conatwmo di azoto (2-fenil-chinolin-4-
oni) aumenta I'effetto antimitotico.

E’ stato dimostrato che gli aza-flavoni o 2-feriikmolin-4-oni, i diaza-flavoni o 2-fenil-

quinazolinoni e i fenil-naftiridinoni possiedonoaipotente attivita citotossi¢a vitro ma sono
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privi di qualsiasi selettivita (Xiat al., 1998; Liet al., 1994; Jianget al., 1990; Cheret al.,
1997). La maggior parte di questi composti intesegiin modo specifico con i siti di legame
per la colchicina sullgB-tubulina ed esercita una forte attivita citotoasigroporzionale
all'effetto anti-mitotico (Zhanget al., 2000). E’ stato inoltre confermato che i 2-fenil-
pirrolo[2,3-h]chinolin-4-oni, aza-analoghi tricicli dei flavoni, sono citotossici, con una
significativa selettivitd nei confronti di linee Ikdari la cui crescita dipende dagli estrogeni
(Ferlinet al., 2005).

Studi sul meccanismo di azione confermano la cépatiquesti nuovi composti triciclici di
interferire con i microtubuli, ma anche di inibi@YP-19 (Seraliniet al., 2001). E stato
supposto che l'attivith anti-aromatasica potrebbsese dovuta all’anello fenilico, ai gruppi
carbonilico e 7-NH dei flavoni (Pouget al., 2002)e alla struttura triciclica, con geometria
angolare simile a quella dei 7,8-benzoflavoni, potmibitori delle aromatasi (Sanderseinal .,
2004).

Alcuni 7-fenil-pirrolo[3,2-flquinolin-9-oni, che agcono sulla depolimerizzazione della
tubulina, erano piu potenti (valori di 46al disotto di 1 uM per le linee cellulari tumorali Hela,
H295R e PT-45) rispetto ai 2-fenil-pirrolo[2,3-hjoblin-4-oni (IG5, variabile da 8 a 0.7 uM),
ma a differenza dei loro analoghi, non presentavaocana selettivita per le linee cellulari
tumorali estrogeno-dipendenti, quali Ovcar-3, MCHH€éla, HepG2 and H295R. Pertanto essi
non inibivano lattivitA dellaromatasi CYP-19, demmando che la struttura [3,2-f]
pirrolochinolinonica non é adatta all'interazionencquell’enzima, a differenza della struttura
[2,3-h] degli analoghi precedentemente descritte mostravano citotossicita selettiva verso le
linee cellulari tumorali umane sensibili agli egfeai (Ferlinet al., 2005). In conclusione il
meccanismo di citotossicita dei 7-fenil-pirrolocbiimoni € attribuito solo all’attivitd anti-
mitotica, in quanto causano destabilizzazione deratubuli analogamente agli alcaloidi della
vinca, mentre i 2-fenil-pirrolochinoloni agisconorcduplice meccanismo anti-tubulina e anti-
aromatasi, che conferisce una selettiva attivitétianorale verso le linee cellulari tumorali

estrogeno-dipendenti.

| flavoni e 'aromatasi

Nella postmenopausa, gli estrogeni non vengongmudotti nelle ovaie, ma sono soprattutto
sintetizzati nella corteccia surrenale e nei tesauscolare e adiposo attraverso la conversione
degli androgeni ad estrogeni tramite I'enzima ar@sia Alcuni studi hanno evidenziato che la
presenza locale di cellule di carcinoma mammari® pwmentare [|'attivita aromatasica,

innalzando in modo significativo i livelli di esgeni nei tessuti tumorali rispetto a quelli
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normali (Miller et al., 1997). Gli estrogeni, infatti, sono potenti ittda della crescita tumorale
nelle donne affette da carcinoma mammario postivecettore per gli estrogeni. Gli ormoni
sessuali femminili, estradiolo ed estrone, si legarrecettori citoplasmatici che, formando un
complesso dimerico, migrano nel nucleo dove maalific I'espressione genica e stimolano la
proliferazione cellulare. Circa un terzo dei tumadta mammella sono dipendenti da estrogeni e
rispondono alla privazione di questi. Per questdvapsono state sviluppate sostanze in grado
di agire sulle vie nelle quali sono coinvolti tatmoni.

Gli inibitori delle aromatasi sono nuovi farmacirge trattamento endocrino del carcinoma
mammario primario ed avanzato. Essi bloccano laveione degli androgeni ad estrogeni,
portando gli estrogeni nel tessuto tumorale alliveblto bassi (Santedt al., 1987). Per questi
motivi, il loro utilizzo viene evitato nelle donrie pre-menopausa. L’aromatasi € un enzima
citocromo P450 (CYP-19) che é responsabile deltevexsione dell’androstenedione in estrone
(E1) e della conversione del testosterone in esl@adE2). Gli inibitori delle aromatasi
riducono la biosintesi degli estrogeni, abbassandodi le concentrazioni di E1, E2 ed estrone
solfato nel siero e nel tessuto mammario. Essiddisidono in due ampie categorie, steroidei e
non steroidei, che differiscono tra loro per il magismo d’inibizione (Budzaat al., 2002).

In questo contesto, alcuni ricercatori hanno osderche i flavoni agiscono preferenzialmente
a livello della sintesi degli estrogeni, inibendenkima aromatasi. Studi struttura-attivita
eseguiti in combinazione con un’analisirdodeling computazionale hanno evidenziato che i
flavoni si legano al sito attivo dell’'enzima arom@sitinteragendo attraverso gli anelli C e A, i

quali mimano gli anelli C e D presenti nel nucledapentanoperidrofenantrenico degli ormoni

flavone 17B-estradiolo estrone

steroidei.

pY

In particolare, e stata evidenziata I'importanzd geuppo carbonilico in posizione 4 per
I'interazione con I'enzima (la sua riduzione o ehiazione riduce drasticamente l'attivita) e che

i derivati piu potenti sono i 7,8-benzoflavoni e ahaloghi idrossilati in 9.

-35-



SCOPO

SCOPO

Lo sviluppo di nuovi principi attivi antitumoratnultitarget ad azione sia diretta, sulle cellule
tumorali, che indiretta, tramite inibizione dellgingenesi tumorale, rappresenta un importante

obiettivo per identificare nuove strategie terafdigt antitumorali.

Derivati 4-aminochinazolinici

L’espressione di elevati livelli di EGFR e l'alterane dei segnali che da esso derivano
risultano correlate ad un maggiore rischio di camgenesi. Infatti, EGFR risulta sovra-
espresso in numerose forme tumorali, nelle quasiula attivazione risulta priva di controllo,
comportando alterazione dei processi di prolifemagie differenziamento cellulari. Sono stati
proposti e studiati numerosi approcci terapeutasdti su composti in grado di inibire EGFR,
attraverso ilbinding ai suoi diversi domini; tra questi, appare patdomente interessante lo
sviluppo di inibitori delle tirosin-chinasi, cheiagono legandosi alla porzione intracellulare del
recettore. EGFR svolge un ruolo centrale anchéanegilogenesi tumorale in quanto, oltre ad
essere espresso sulle cellule tumorali, € presemtke nelle EC localizzate all'interno della
massa tumorale. Un’alterata espressione o attinaziel recettore di EGF e stata identificata in
numerosi tumori solidi e si é visto che bloccandsHR di cellule epiteliali neoplastiche si
ottiene un effetto antiangiogenico dovuto sopradtatla diminuzione di fattori proangiogenici
nell'ambiente tumorale (Ellj2004).

In tale contesto, si inserisce questo lavoro nalee stata eseguita una valutazione dell’attivita
antitumoralein vitro e antiangiogenican vitro e in vivo di una serie di composti 4-
aminochinazolinici di nuova sintesi. | derivati sostati sintetizzati dalla Prof.ssa Adriana
Chilin del Dipartimento di Scienze Farmaceutichd'driversita degli Studi di Padova a
partire dalla struttura di PD153035 e Vandetanib.

Per la valutazione dellattivita antitumorale sostate utilizzate due linee cellulari: i) A431,
cellule tumorali di adenocarcinoma squamoso vulvanano che sovra-esprimono EGFR e ii)
NIH3T3, fibroblasti murini di origine embrionale n@sprimenti EGFR (Koyans al., 2007).
Successivamente é stata valutatarsiatro chein vivo l'attivita antiangiogenica di tali derivati

e la loro capacita di contrastare gli effetti prgiagenici di citochine esogene.
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Derivati fenil-pirrolochinolinonici

Gli agenti anti-mitotici sono una classe di compadtlizzati in terapia antitumorale per
I'elevata attivita antiproliferativa. Un esempiogtistanze attive in questo senso sono i flavoni,
composti polifenolici presenti in natura in gradoirdbire la polimerizzazione della tubulina,
legandosi allo stesso dominio di legame della doich. L’'azione antitumorale di questi
composti e stata attribuita anche ad altri mecaoainisl’azione, come ['alterazione
dell’espressione genica e dell’attivita di enzimpagci (citocromi) coinvolti nel metabolismo di
sostanze cancerose. Il loro bersaglio molecolaraperesentato dalla tubulina, componente
base dei microtubuli. Interferendo sulla dinamicassemblaggio-disassemblaggio degfi-
eterodimeri di tubulina, inducono la morte cellelaaenza provocare danni al DNA e quindi
mutazioni a livello del genoma. Tale meccanismozidiae € anche alla base dell'attivita
antiangiogenica, manifestata da alcuni compostjutista classe e che rappresenta un modo
indiretto per bloccare o limitare lo sviluppo dett@assa tumorale.

Studi sul meccanismo di azione confermano la cé&pakiquesti nuovi composti triciclici di
interferire con i microtubuli, ma anche di iniblf@romatasi CYP-19 (Seralirt al., 2001).

In questo lavoro e stata studiata I'attivita argiagenicain vitro e in vivo di una serie di
derivati fenil-pirrolochinolinonici in grado di desbilizzare i microtubuli, analogamente alla
vinblastina (Ferliret al., 2005).
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MATERIALI E METODI

1. Composti chimici

1.1 Derivati 4-aminochinazolinici

Le sostanze sono state sintetizzate dalla ProAds@ana Chilin del Dipartimento di Scienze
Farmaceutiche dell’'Universita degli Studi di Padova

Come composti di riferimento sono stati utilizz&d153035 o (6,7-dimetossichinazolin-4-il)-
(3’-bromofenil)amina cloridrato e Vandetanib o [@tossi-7-(1-metilpiperidina)chinazolin-4-

il]-(4’-bromo-2’-fluorofenil)amina.

HN Br \I\O\/ HN
OMe (0]

% IN HCl m

N N\

OMe
PD153035 Vandetanib

| composti studiati presentano, rispetto a PD153a85 gruppo metilendiossi, etilendiossi
oppure propilendiossi condensato alla chinazolila posizioni 6 e 7, con conseguente
formazione di un eterociclo a 5, 6 o 7 atomi. Setaie inoltre apportate modifiche a livello
dell'anilina, legata in posizione 4, introducenda dgruppi aventi diverso grado di lipofilia e/o

ingombro sterico.
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R5 R5 R5
R4 R4 R4
HN R3 HN R3 HN R3
(6]
<o Xy R2 [o Sy R2 < Sy 12
_ _ >
o N) o) NJ o) N
Struttura di base dei composti Struttura di base dei composti Struttura di base dei composti
6,7-metilendiossi-4- 6,7-etilendiossi-4- 6,7-propilendiossi-4-
aminochinazolinici aminochinazolinici aminochinazolinici

L'introduzione di 2 atomi di alogeno nell'anellold&nilina e stata effettuata in analogia alle
strutture di Gefitinib (5-Cl,F; 6-CI,F; 7-CI,F), watro TKI selettivo per EGFR, e Vandetanib

(5-F,Br; 6-F,Br; 7-F,Br).
F

8N
OO N

N\/O ZZN
N

Gefitinib

\O

Di seguito sono riportati i nomi chimici dei compicssle relative formule di struttura.

E 5-CHs 6-CHs 7-CH,

§ (6,7-metilendiossichinazolin-4-il)1 (6,7-etilendiossichinazolin-4-il)-| (6,7-propilendiossichinazolin-4-il)-
g (3'-metilfenil)amina cloridrato (3’-metilfenil)amina cloridrato (3'-metilfenil)amina cloridrato

%, (C16H14CINSO5) (C17H14CINSOy) (C1gH14CIN;O5)

CH

AL
0.
<O]if\N HCl [O SN e C | \)N Hl
o \NJ 0 N/) 0 v

R3: CH; R3: CH; R3: CH;

Struttura
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é 5-Br 6-Br 7-Br
§ (6,7-metilendiossichinazolin-4-il); (6,7-etilendiossichinazolin-4-il)-| (6,7-propilendiossichinazolin-4-il)-
=
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1.2 Derivati fenil-pirrolochinolinonici

| derivati fenil-pirrolochinolinonici sono statirdietizzati dalla prof.ssa Maria Grazia Ferlin del
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell'Univigrsilegli Studi di Padova. Sono state
studiate due serie di composti: la prima serie, musta di otto sostanze, presentava geometria

[2,3-h], mentre la seconda, alla quale appartenevarsngtanze, possedeva geometria fB,2-

Q D f=—"
I I

S il i
T ; o ey
; A zA, S, e

P L - o - -
- -. _ - Y N r
O NR (Y
H =/ .~ H
\ *
R3
R2
Struttura di base dei derivati con geometria [;3- Struttura di base dei derivati con geometria [3,2-
2fenil-1H,7H-pirrolo[2,3-h]chinolin-4-one 7fenil-3H,6H-pirrolo[3,2f]chinolin-9-one
(serie derivati 2P). (serie derivati 7P).

Di seguito sono riportati i nomi chimici delle sasze studiate, e le relative formule di struttura.

Struttura Nome Sigla

2-fenil-1H,7H-pirrolo[2,31]

chinolin-4-one

2P

2(3’-nitrofenil)-1H,7H-pirrolo
[2,3-h]chinolin-4-one

2P-nitro
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2(3’-aminofenil)-H,7H-pirrolo .
( _ ) _ P 2P-amino
[2,3-]chinolin-4-one
2(3’-metossifenil)-H,7H-pirrolo :
( _ )_ P 2P-ossimet
[2,3-h]chinolin-4-one
7-etil-2-fenil-1H-pirrolo[2,3+
n-Arpirrolofz, 34 2P-et
chinolin-4-one
R1: CHCHs
R2,R3: H
7(ciclopropilmetil)-2-fenil-H-
(_ prop _) , 2P-cpmet
pirrolo[2,3-h]chinolin-4-one
R2,R3: H
7(etossicarboniletil)-2-fenil -
(_ _ )_ 2P-estere
pirrolo[2,3-h]chinolin-4-one
R1: CFbCHzCOOCzH5
R2,R3: H
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2-fenil-8-metil-1H,7H-pirrolo[2,3]

R1: CHCHs

chinolin-9-one

o 2P-met
chinolin-4-one
7-fenil-3H,6H-pirrolo
P 7P
[3,24]chinolin-9-one
7-fenil-3-metil-eH-pirrolo[3,2
eu-apImololS.2 1 7p met
chinolin-9-one
7-fenil-3-etil-6H-pirrolo[3,2
pirrolo[3,24] 7P-et

La vinblastina, utilizzata come composto di rifegimho, e stata fornita dalla ditlagma

Vinblastina

- 44 -




MATERIALI E METODI

2. Colture cellulari

2.1 A431

Le A431, cellule tumorali di adenocarcinoma squamualvare umano, sono state fornite
dall’lstituto Zooprofilattico Sperimentale della imbardia e del’Emilia e sono state coltivate in
terreno basé®ulbecco’s Modified Eagle’s MediugtDMEM, Sigmag addizionato del 10% di
Fetal Bovine SeruntFBS, Euroclong, di una soluzione dPenicillin StreptomycinSigma
(concentrazione finale 1 mM) e di L-glutamin8igmg (concentrazione finale 2 mM). Il

terreno cosi composto e stato definito completo.

2.2 NIH3T3

Le NIH3T3, fibroblasti murini embrionali, sono stafornite dall’lstituto Zooprofilattico
Sperimentale della Lombardia e del’Emilia e sotates coltivate in terreno bag&ulbecco’s
Modified Eagle’s MediuniDMEM, Sigmg addizionato del 10% dtetal Calf SerumFCS,
Promocel), di una soluzione dpenicillin Streptomycir{Sigmg (concentrazione finale 1 mM)
e di L-glutamina $igmag (concentrazione finale 2 mM). Il terreno cosi @msio € stato

definito completo.

2.3 HUVEC

Le EC da vena di cordone ombelicale umano (HUVEDpsstate estratte attraverso digestione
enzimatica utilizzando una soluzione di Collagen&si(Sigma allo 0,1% in una soluzione
tampone sodio-fosfato (PB&3ibco-Invitrogen Corporation In tal modo viene distrutta la
componente collagene del tessuto connettivo e vengisgregati i contatti tra le cellule. I
tratto di cordone é stato sottoposto a ripetutadmy con PBS, contenente un 1% di una
soluzione diPenicillin Streptomycininternamente ed esternamente alla vena, pernammni
eventuali coaguli di sangue. Mediante incanulaziergata inserita all'interno della vena una
soluzione allo 0,1% di collagenasi IV in PBS. Irdone e stato incubato con I'enzima per 15
minuti a 37° C in atmosfera umidificata. Al termide questo periodo, le cellule sono state
eluite dalla vena mediante lavaggio con 3-5 mLedieno selettivo per le cellule endoteliali
MV?2 (terreno base)RromoCel). Tale terreno e stato definito completo quandtizdnato dei

seguenti fattori:
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Fetal Calf SerunfFCS) 5%
human Epidermal Growth Factor 5,0 ng/mL
Idrocortisone 0,2 pg/mL

Vascular Endothelial Growth Factor 0,5 ng/mL

human basic Fibroblast Growth Factor| 10 ng/mL

Insulin-like Growth Factoil 20 ng/mL
Acido Ascorbico 1 ng/mL
Antibiotico/antimicotico 1%

La sospensione cellulare cosi ottenuta € stataiftegyatta per 5 minuti a 1500 giri/minuto, il
pellet e stato risospeso in terreno Manpleto e le cellule sono state seminate in @dtri
(Falcon) precedentemente condizionata con una soluziorirdnectina B&D Biosciencep
(1pug/enf) in acqua. Il condizionamento garantisce la ripmidne dell’effetto dellECM
all'interno della coltura, migliorando i contateltula-substrato. Tutti i saggi sono stati eseguiti

con colture cellulari al secondo o terzo passadgsubcultura.

Tutte e 3 le linee cellulari sono state impiegade saggi per i derivati 4-aminochinazolinici,
mentre per i composti a struttura fenil-pirroloaslinonica sono state utilizzate solo le
HUVEC.

3. Effetti sulla proliferazione cellulare

Il saggio di vitalita cellulare e stato condottaifieando I'attivita metabolica delle cellule in
coltura attraverso un saggio colorimetrico cheiasgd il 3-[4,5-dimetiltiazolo-2-il]-2,5-
difeniltetrazoliobromuro, noto come MTT. L’analisfrutta la riduzione del sale di tetrazolio
giallo, MTT, a cristalli viola di formazano, trasfoazione indotta dalle deidrogenasi presenti
nelle cellule vitali.

| cristalli formatisi, insolubili in ambiente acgsm, sono stati estratti dalle cellule con un
solvente organico, il propan-2-olo acido (0,04 M IHE propan-2-olo). La determinazione
quantitativa e stata effettuata tramite letturatsp®tometrica a 570 nm (Denizet al, 1986
Wemmeet al, 1992).
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Procedura

Le cellule sono state seminate, ad una densitald*Eellule/pz per le A431 e le NIH3T3 o di
3,5x10 cellule/pz per le HUVEC, in piastre da 96 @D(Falcon) in presenza di terreno
completo. Dopo 24 h d’incubazione a 37° C é stdfettaato un lavaggio con PBS, per
eliminare eventuali cellule morte e residui di ¢é&@, e sono stati aggiunti i composti da testare
disciolti in terreno (volume finale 200 pL).
| composti 4-aminochinazolinici e i rispettivi coogii di riferimento, disciolti in terreno
completo, sono stati testati alle concentrazionl@uM, 1 uM, 0,1uM e 0,01uM. | derivati
fenil-pirrolochinolinonici, invece, sono stati inggati alle seguenti concentrazioni:

« 7P da1x1da 0,1uM;

« 7P-met, 7P-et, 2P da 1x14 0,1uM;

« 2P-nitro 1x1Ga 1uM;

« 2P-ossimet, 2P-et, 2P-estere, 2P-cpmet, 2P-anfiforaet da 1x16a 10uM.
Come composto di riferimento & stata utilizzatailelastina alle concentrazioni da 1548
0,1 uM. Tutti i composti sono stati disciolti in terrefo@se privo di siero per evitare possibili
fenomeni di aggregazione con la componente protkigaest’ultimo.
Il controllo era costituito da cellule in terren@mnepleto non trattate. Trascorse 68 h di
incubazione con le sostanze a 37° C, nei pozzedta® aggiunto il 10% di MTTSjgma 5
mg/mL in PBS) e si e atteso un periodo di altreaffimché il composto venisse metabolizzato
dalle cellule. I cristalli di formazano formatiirso stati solubilizzati con 75 pL di isopropanolo
acido Carlo Erbag e la piastra e stata posta sotto blanda agitaziseccanica per 20 minuti al
riparo dalla luce. La lettura dei valori di assorba € stata eseguita chhicroplate autoreader
EL 13a 570 nm. | risultati, media di almeno 3 esperitheono stati espressi come variazione
percentuale rispetto alle colture non trattatenhlesi statistica & stata effettuata con il t-wdist
Student. Dalle curve dose-risposta sono stati ofitenvalori di 1Csp, corrispondenti alle
concentrazioni che inducono una diminuzione del 5@ta proliferazione cellulare rispetto

alle colture di controllo non trattate.

Per valutare se linibizione della proliferazionellglare indotta da alcuni dei composti 4-
aminochinazolinici in analisi fosse reversibile,stato effettuato il saggio di reversibilita
dell’effetto citotossico che prevede il trattamedtdle cellule con i composti in analisi seguito

da un tempo di recupero con solo terreno di colpuodferativo.
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Le cellule sono state seminate in piastre da 96agzuna densita di 5xi@ellule/pz per le
A431 e 3x16 cellule/pz per le HUVEC, in presenza di terrenanpteto. Dopo 24 h di
incubazione a 37° C é stato effettuato un lavaggio PBS, per eliminare eventuali cellule
morte e residui di terreno, e sono state agginsms$tanze da testare, alla concentrazione di 10
uM, disciolte in terreno completo (volume finale 200).

Il controllo era costituito da cellule in terrenonapleto non trattate. Dopo 4 h di incubazione, i
terreni sono stati rimossi, € stato effettuato ava¢gio con PBS ed € poi stato aggiunto solo
terreno completo (200 pL/pz).

Trascorse 64 h di incubazione a 37° C, nei pozsetio stati aggiunti 20 pL di MTTS{gm3a

(5 mg/mL in PBS) e si & atteso un periodo di aWren affinché il composto venisse
metabolizzato dalle cellule. Il saggio € poi prastp come illustrato precedentemente. |
risultati, media di almeno 3 esperimenti, sonoistapressi come variazione percentuale

rispetto alle colture non trattate. L'analisi sdtitia & stata effettuata con il t-test di Student.

4. Valutazione del tasso di apoptosi

L’apoptosi rappresenta il meccanismo di morte tai& programmata, attraverso il quale
avviene il controllo omeostatico delle condiziorellglari e del numero di cellule in un
determinato tessuto, provvedendo all’eliminazioneedlule inutili 0 danneggiate. Tuttavia, in
determinate circostanze puo essere innescata ttai fpatologici, quali ischemia, infarto,
tumore, AIDS, malattie immunologiche, epatotosaiot malattie degenerative del sistema
nervoso centrale. Questo suicidio fisiologico congpana serie di caratteristiche alterazioni
cellulari, quali la riduzione delle dimensioni @getiellula, la scomparsa di strutture specializzate
di superficie e delle giunzioni intercellulari, thsgregazione della membrana plasmatica in
vescicole Blebbing e la frammentazione della cromatina. In partiemlauno degli eventi
caratteristici del processo apoptotico & rappresendalla frammentazione del DNA, come
risultato dell’attivazione di un’endonucleasi endng C&'- Mg?*-dipendente (Celotti, 2002).

4.1 Derivati 4-aminochinazolinici

Per valutare I'eventuale effetto pro-apoptoticooittd dai composti 4-aminochinazolinici, e

stato utilizzato ilkit Cell Death Detection ELISA’® (Rochd, che prevede la determinazione
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guantitativa del tasso di apoptosi sul lisato detks attraverso ['utilizzo di un saggio

immunoenzimatico di tipsandwich

| pozzetti di una piastra a 96 pz vengono condidiocon streptavidina che lega un anticorpo
monoclonale biotinilato diretto contro la comporeergtonica del lisato cellulare. Un secondo
anticorpo monoclonale riconosce invece i mono-igoaucleosomi, provenienti dall'azione

dell’endonucleasi endogena, presenti nel campidigest’'ultimo anticorpo € legato alla

perossidasi del rafano (HRP) e, in presenza dubstsato specifico (ABTS), si ha sviluppo di

una colorazione.

L
) . e
O Q_ ®o®
W DGD
e e

| Streptavidin  Antl-histone- ‘Smplu Anti-DNA-

biotin containing poroxidase suhsiml_-u
Wall of nucltosomes [HRP - horseradish
microplate peroxidase)

Rappresentazione schematica del dosaggio immunuatizo.

Procedura
Le cellule sono state seminate in piastre da 96 presenza di terreno completo ad una densita
di 7,5x16 cellule/pz per le A431 e 6xi@ellule/pz per le HUVEC. Dopo 24 h di incubazidne
terreno € stato rimosso ed e stato effettuato wagzio con PBS. Ad ogni pozzetto sono stati
aggiunti 200 pL di terreno completo con i compalstitestare alla concentrazione diild.
Nei controlli negativi e stato aggiunto solo tewetompleto. Dopo 24 h di incubazione la
piastra é stata centrifugata a 200 giri/min penil@uti. Il surnatante e stato quindi eliminato e
il pellet e stato risospeso in 200 pLLdisis Buffer La piastra é stata posta in incubazione a
temperatura ambiente per 30 minuti. In seguito @dlteriore centrifugazione a 200 giri/min
per 10 minuti, da ogni pozzetto sono stati preie2@uL del lisato, che sono stati trasferiti nei
pozzetti forniti dalkit. Ad un ulteriore pozzetto condizionato sono stagiunti 20 pL di
controllo positivo (DNAHistone-Complex Infine il background controlcostituito solo da
Incubation Buffere stato aggiunto in un pozzetto a parte.
A tutti i pozzetti sono stati quindi aggiunti 80 giLimmunoreagenpreparato immediatamente
prima dell'utilizzo e composto come segue: 1/2@mi-DNA-perossidasi + 1/20 di anti-istone-

biotina + 18/20 dilncubation Buffer La piastra € stata poi ricoperta da un fogliosaade e
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incubata per 2 h sotto agitazione (300 rpm) a teatpea ambiente. Al termine del periodo di
incubazione, il surnatante é stato rimosso dai gttizzhe sono stati lavati delicatamente 3 volte
con Incubation Buffer E seguita I'aggiunta di 100 pL di ABTSolutione i pozzetti sono stati
lasciati per 10-20 minuti in incubazione sotto agibne a 250 rpm, al riparo dalla luce, fino
allo sviluppo di una colorazione verde di intensi#tdatta alla lettura spettrofotometrica.
Concluso il periodo di incubazione sono stati agtyit00 pL di ABTSStop SolutionE’ stata
quindi eseguita la lettura spettrofotometrica meidMicroplate autoreadefEL 13 a doppia
lunghezza d’onda (405 e 490 nm), utilizzando coifeximento una soluzione costituita da
ABTS Solutione ABTS StopSolution | risultati, media di almeno 3 esperimenti, satati
espressi come variazione percentuale rispettccaltare non trattate. L'analisi statistica & stata
effettuata con il t-test di Student.

Al fine di confrontare la citotossicita dei composton il tasso di apoptosi indotto,
parallelamente é stato effettuato un saggio diroétezione della vitalita cellulare con MTT
come descritto precedentemente al punto 3, utilidade stesse condizioni di trattamento sopra

esposte.

4.2 Derivati fenil-pirrolochinolinonici

La caratteristica frammentazione del DNA consegeentl’evento apoptotico e stata
determinata tramite un kit commerciale.Situ Cell Death Detection Kit, FluoresciRUNEL
assay,Roche Diagnosticprevede l'utilizzo dell’enzima deossinucleoticalhsferasi terminale
(TdT) che, dopo fissaggio e permeabilizzazioneededllule apoptotiche, catalizza I'aggiunta di
nucleotidi marcati con fluoresceina (fluoreiscinR) alle estremita 3'-OH libere in modo

templato-indipendente, evidenziabili mediante fasmenza o citometria a flusso.

Procedura
Le HUVEC sono state seminate ad una densita di“2dllule/pz in terreno MV2ompleto, in
chamber-slidala otto pozzetti (BF-alcon), precedentemente condizionati con una soluzione d
fibronectina (1ug/cm?) e incubate per 24 h a 37° C. Dopo un lawaggPBS, le cellule sono
state esposte ai derivati fenil-pirrolochinolinared alla vinblastina (composto di riferimento)
sciolti in MV2base a concentrazioni pari alla lorgdC
Dopo un’incubazione di 24 h a 37° C le cellule smwtate lavate con PBS, fissate con
paraformaldeide Sigmg al 4% in PBS per 30 minuti a temperatura ambiefd®ate
nuovamente in PBS e permeabilizzate con una salaz2dp1% Triton X-100 in 0,1% di sodio
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citrato (250 pL/pz) $igmag per 2 minuti in ghiaccio. Dopo alcuni lavaggi RBS, le cellule
sono state asciugate all'aria e poste a contatto 7€ L della miscela TUNEL (composta
dall’enzima TdT e dalldluorescein-dUTP per 1 h al riparo dalla luce, a 37° C e in atraosf
umidificata. Per eliminare I'eccesso di nucleotidarcato che non aveva reagito con il DNA
frammentato i pozzetti sono stati lavati tre vadten PBS. Sui vetrini € stato poi posto un
montante acquoso con DAPVdctol, sostanza che si intercala nel DNA ed e in grddo
emettere fluorescenza nel blu. Per valutare lagmeuale delle cellule TUNEL-positive, con un
microscopio a fluorescenza sono stati osservatiuclen apoptotici colorati di verde
(Fluoresceinalecc=488 nm)iem=515-565 nm) e i nuclei di tutte le cellule calorin blu
(DAPI: Aecc=360 nmiem=460 nm). Con un obiettivo 40x, sono stati fohbapi dieci campi
randome sono state contate le cellule positive per ortbaromi. Infine, dal rapporto cellule
TUNEL-positive e numero di cellule totali DAPI-ptise, e stata determinata la percentuale di
cellule apoptotiche. In ogni saggio é stato intttmlaun controllo costituito da cellule non
trattate in terreno MVbdase per quantificare la percentuale di apoptosntgpea. L’analisi

statistica dei dati, media di almeno 3 esperiméngiata effettuata con t-test di Student.

5. Effetti sulla proliferazione cellulare indotta da citochine esogene

5.1 Derivati 4-aminochinazolinici

5.1.1 Modulazione dell’effetto di EGF esogeno
Per verificare se i derivati fossero in grado dntcastare I'aumento della vitalita cellulare
stimolata da EGF esogeno, I'attivita metabolicdedetllule e stata valutata attraverso il saggio

colorimetrico con MTT, come descritto al punto &ysendo due protocolli di trattamento.

a) Incubazione con i composti, rimozione e aggiunta &GF esogeno.

Le cellule A431 sono state seminate ad una deds&x 10 cellule/pz in piastre da 96 pz in
presenza di terrenoompleto (200 pL per pz). Dopo 24 h di incubazien&7° C e stato
effettuato un lavaggio con PBS e sono state aggilensostanze da testare disciolte in terreno
completo (volume finale 200 pL). | derivati 4-amihdnazolinici sono stati testati alla
concentrazione risultata meno citotossica nel sadgdeterminazione della vitalita cellulare: i
composti 6-CH, 6-Br, 7-Ck, 6-F,Br, 6-Ph, 7-Ph, e PD153035 sono stati teshila
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concentrazione 0.0dM, i composti 5-CH, 7-CH;, 5-Br, 6-Ck, 7-Cl,F, 5-Ph e Vandetanib alla
concentrazione 0.AM e il composto 5-Cfalla concentrazione difdM.

Trascorse 24 h di incubazione a 37° C, le sostappe state rimosse, € stato effettuato un
lavaggio con PBS ed é stato aggiunto terreno basEND addizionato dello 0,5% di FBS, di
una soluzione diPenicillin Streptomycin (concentrazione 1 mM), di L-glutamina
(concentrazione 2 mM) e di EGEigmag 5ng/mL, per un volume totale di 200 uL/pz. |l
controllo era costituito da cellule non trattatdtivate nelterreno appena descritto. Trascorse
68 h di incubazione a 37° C, nei pozzetti sona siggiunti 20 pL di MTT e si € atteso un
periodo di altre 4 h per permettere alle cellulendtabolizzare il composto. La rilevazione dei
cristalli di formazano e stata effettuata come deemel punto 3. | risultati, media di almeno 3
esperimenti, sono stati espressi come variazioneeptiale rispetto alle colture di controllo

non trattate. L’analisi statistica & stata effatiuzon il t-test di Student.

b) Incubazione contemporanea con i composti ed EGF agno.

Le cellule A431 sono state seminate ad una deds&X1C cellule/pz in piastre da 96 pz in
presenza di terrenoompleto (200 uL per pz). Dopo 24 h di incubazien&87° C é stato
effettuato un lavaggio con PBS e sono state aggilensostanze da testare, alle concentrazioni
sopra elencate, disciolte in terreno base DMEM zaddato dello 0,5% di FBS, di una
soluzione diPenicillin Streptomycirfconcentrazione 1 mM), di L-glutamina (concentragi@
mM) e di EGF 5 ng/mL, per un volume totale di 2Q0pz. Il controllo era costituito da cellule
non trattate coltivate nedrreno appena descritto.

Trascorse 68 h di incubazione a 37° C, nei pozsetip stati aggiunti 20 pL di MTT e si €
atteso un periodo di altre 4 h per permettere @laule di metabolizzare il composto, che e
stato rilevato come nel punto 3. | risultati, mediaalmeno 3 esperimenti, sono stati espressi
come variazione percentuale rispetto alle coltureodtrollo non trattate. L’analisi statistica e

stata effettuata con il t-test di Student.

5.2 Derivati fenil-pirrolochinolinonici

5.2.1 Modulazione dell’effetto di FGF-2 esogeno
E’ noto che nel microambiente tumorale sono présgnaindi quantita di fattori di crescita
proangiogenici prodotti dalle stesse cellule turtiordiene attivato cosi un meccanismo

autocrino-paracrino che permette di sostenereagpadliferazione delle cellule cancerose sia la

-52 -



MATERIALI E METODI

formazione di una rete microvascolare necessaridadero sopravvivenza e successivamente
per la loro migrazione. E quindi auspicabile che agente antitumorale sia in grado di
contrastare anche gli effetti di stimolazione inidd& queste citochine.

Per verificare se i derivati fossero in grado dntcastare I'aumento della vitalita cellulare
stimolata dalla citochina proangiogenica FGF-2 esag I'attivita metabolica delle cellule
endoteliali é stata valutata attraverso il saggiormetrico con MTT, come descritto al punto
3, lasciando incubare le cellule per 72 h con ipost in analisi da soli o con 50 ng/mL di
FGF-2. | derivati fenil-pirrolochinolinonici sonotati utilizzati a concentrazioni che non
avevano modificato la vitalita cellulare nella prdente sperimentazione: 0, composti
2P-ossimet, 2P-et, 2P-estere, 2P-cpmet, 2P-amBR-met; 1x18 uM il composto 2P-nitro;
1x10* uM i composti 2P e 7P; 1xTuM i composti 7P-met, 7P-et e vinblastina.

6. Effetti sulla fosforilazione di EGFR

L’attivazione di EGFR, in quanto recettore tirosihinasico, porta all’autofosforilazione dei
propri residui tirosinici, eHuman Phospho-EGFR (Y1068) Immunoassay Cell-Bas¢8AE
(R&D Systemspermette la determinazione della fosforilazioeérdcettore di EGn vitro. Il

kit si basa su un doppio trattamento immunoenzooaBandwich con due mix di anticorpi:
due anticorpi primari, uno per EGFR fosforilato souper EGFR totale e due anticorpi
secondari specifici, legati rispettivamente allaogsidasi (HRP) o alla fosfatasi alcalina (AP).
Due substrati fluorogenici distinti per HRP o APngeno usati per la determinazione
guantitativa delle proteine fosforilate, che sieste mediante lettura di fluorescenza dei due

diversi substrati, rispettivamente a 600 nm e at&0

Procedura
Le cellule sono state seminate ad una densita 510 cellule/pz per le A431 e 1xi0
cellule/pz per le HUVEC, in piastra da 96 pz neom dondo trasparente. Dopo 24 h di
incubazione a 37° C sono stati aggiunti i deridasiiminochinazolinici alla concentrazione di 1
UM, disciolti in terreno senza siero (DMEM o MV2ggg, e lasciati a contatto a 37° C per 35
minuti oppure 30 minuti e ulteriori 5 minuti dop@adgiunta di 50 ng/mL EGF. Sono stati
inseriti due tipi di controllo: cellule trattate m@olo terreno senza siero per 35 minuti e cellule

trattate con solo terreno per 30 minuti e ulterfominuti con aggiunta di 50 ng/mL EGF.
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Le cellule sono state fissate con formaldeide aid®BS (100 uL/pz) e incubate per 20 minuti
a TA. E’ stato quindi effettuato un lavaggio céfash Buffeiper 3 volte. E’ stato aggiunto alle
colture il Quenching Buffe(100 uL/pz) e lasciato in incubazione per 20 miautA, seguito

da un ulteriore lavaggio cowash Buffer Successivamente e stato aggiuBtocking Buffer
(100 pL/pz) e lasciato ad incubare per 1 h a TApdon lavaggio coiWvash Buffelsono stati
aggiunti 100 pL/pz del mix di anticorpi primari, pdastra & stata coperta con foglio adesivo e
lasciata per 16 h a 4° C. In seguito sono statiuagiglO0 uL/pz del mix di anticorpi secondari
con ulteriore incubazione per 2 h a TA coprendovautente con foglio adesivo. In seguito alla
rimozione della soluzione di anticorpi, le cellgleno state lavate 2 volte coviash Buffere 2
volte con PBS. E’ stato quindi aggiunto il Subgirgil e lasciato a contatto a TA per 40 minuti
al riparo dalla luce. Infine e stato aggiunto ilbSwato F2 e lasciato in incubazione per 40
minuti a TA al riparo dalla luce.

E’ stata effettuata quindi una doppia lettura déllrescenza con l'utilizzo del fluorimetro
Victor 1420 Multilabel CountefPerkinElme): una con eccitazione a 540 nm ed emissione a
600 nm per la determinazione quantitativa di EG&#tdrilato, e una con eccitazione a 360 nm
ed emissione a 450 nm per EGFR totale.

| risultati, media di almeno 3 esperimenti, sonatistspressi come variazione percentuale di
EGFR fosforilato rispetto al’lEGFR totale. L'analitatistica & stata effettuata con il t-test di
Student.

7. Migrazione cellulare

La migrazione delle EC dal lume del vaso al tessudo neovascolarizzare € una fase
fondamentale del processo angiogenico. Per vallf@rentuale inibizione della migrazione
cellulare indotta dai composti oggetto di studistato eseguito un test in cui si determina se le
EC, seminate su un filtro poroso inserito in unzsto e contenente i composti da testare in
concentrazione non citotossica, tendano a migrade la della membrana microporosa. Sono
stati utilizzati dei filtri Transwelll per piastre a 24 pozzetti costituiti da una memdordi
policarbonato di diametro di 6,5 mm aventi porbgd pum Corning). Le cellule migrate sono
state quindi identificate tramite un montante asgua@ontenente DAPI (4’,6-diamino-2-
fenilindolo), che intercalandosi nel DNA fornisceaufluorescenza blu ai nuclei. Per ogni filtro

sono stati fotografati cinque campi utilizzando mircroscopio a fluorescenza e sono state
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pY

contate le cellule migrate. Il numero di cellulegnaite e stato rapportato al controllo
rappresentato da colture non trattate.

Transwell

4+— Pozzetto piastra 24 pz

Compartimento superiore

/

| ___—— Membrana microporosa

Compartimento inferiore

Procedura
Le HUVEC sono state seminate sulla membrana micoso ad una densitd di 5X10
cellule/filtro in terreno base contenente I'1% @ % Fetal Calf SerumPromocel) e i derivati
4-aminochinazolinici, PD153035 e Vandetanib in @nitazione pari a 1 pM, i derivati fenil-
pirrolochinolinonici e vinblastina in concentrazeodi 0,01uM. Ogni filtro e stato posizionato
in un pozzetto di una piastra da 24 pozzetti, inecano stati precedentemente posti 400 pL di
terreno di coltura completo. Dopo 4 h di incubaei@37 C le cellule sono state fissate con
una soluzione di formaldeide al 10% per 24 h.lifdié quindi stato sciacquato con PBS e le
cellule che non erano migrate, rimaste quindi atd Isuperiore della membrana, sono state
rimosse con un bastoncino di cotone. Il filtro &ctnuovamente lavato con PBS e, una volta
staccato dal supporto, € stato posizionato su trmeeoortaoggetti e trattato con un montante
acquoso con DAPIVectol. Utilizzando un microscopio a fluorescendzei€a), sono stati
fotografati cinque campi per ogni filtro (ingrandénmto x100) seguendo uno schema a croce e
sono state contate le cellule migrate che eranastenadese alla parte inferiore del filtro. La
migrazione € stata espressa come variazione peatentispetto al controllo non trattato.
L’analisi statistica dei dati, media di almeno Pe@smenti, € stata effettuata con il t-test di
Student.
Precedentemente era stato effettuato un saggi@tdrrdinazione della vitalita cellulare con
MTT come descritto precedentemente al punto 3jdado pero incubare le cellule per 4 h con
i composti in analisi al fine di identificare laro@entrazione non citotossica da utilizzare nel

saggio sopra descritto.
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8. Morfogenesiin vitro

Saggiin vitro hanno dimostrato che le EC sono in grado di aggsegeer formare delle
strutture simil-capillari, mimando il processo drrhazione dei capillari che si verifiga vivo
(Folkmanet al, 1980;Maciaget al, 1982; Madriet al, 1983).

In alcuni studi e stato dimostrato che le HUVEC qumo® essere indotte a differenziare e a
formare strutture tubulari dopo un periodo di 4eftimmane se seminate in assenza di mitogeni
(Maciag et al, 1982). Tuttavia, tale evento puo essere accelesaminando le cellule su
superfici condizionate con componenti proteichdadetatrice extracellulardn vivo le EC
poggiano sulla lamina basale costituita da collag®h proteoglicani ad eparan solfato (HSPG)
e glicoproteine, come ad esempio la laminina. Quiésta, in particolare, oltre a promuovere
'adesione cellulare al pari del collagene, sensiraolare anche la crescita, la differenziazione
e la migrazione delle cellule (Graet al, 1985; Hay, 1981; Kleinmaet al, 1985). Sulla base
di queste considerazioni e stato utilizzato, peoitdizionamento delle piastre, il Matrigel, un
estratto di lamina basale del sarcoma murino dielbmgth-Holm-Swarm (EHS), ricco in
proteine della matrice extracellulare, quali lam&i collagene 1V, entactina, HSGP. Il
Matrigel, a temperatura ambiente, polimerizza peetido una matrice biologicamente attiva
simile a quella presente nei tessuti di mammifenentre a 4° C e liquido. Si &€ dimostrato
efficace nel promuovere i processi di adesionefferdnziamento sia di cellule normali che
trasformate, e fornisce un substrato ideale pedi stli angiogenesi. In commercio sono
disponibili due tipi di Matrigel: un primo tipo, @mato Matrigel normale, contiene, oltre alle
proteine della matrice extracellulare, anche fattiorcrescita come TGF-2, FGF-2, IGF-1 e
IGF-2. Un secondo tipo (chiamat@rowth Factor Reduced Matrigel Ridotto), invece,

contiene le proteine della matrice extracellulatma quantita ridotta di fattori di crescita.

Fattori di crescita Matrigel normale Matrigel ridot to
FGF-2 (pg/mL) 0-0.1 0-0.1
EGF (ng/mL) 0.5-1.3 <0.5
IGF-1 (ng/mL) 15.6 5
PDGF (pg/mL) 12 <5
NGF (ng/mL) <0.2 <0.2
TGFf (ng/mL) 2.3 1.7

Concentrazione dei fattori di crescita nel Matriyelrmale e Ridotto
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8.1 Effetti sulla morfogenesiin vitro.

Procedura
Ciascun pozzetto di una piastra da 24 pald¢on) e stato condizionato con uno strato di
Matrigel Normale (50 uL/pz)B&D Biosciencep precedentemente scongelaternighta 4° C
in ghiaccio, con l'accortezza di utilizzare matkrigpuntali, pipette, piastre) preraffreddato in
freezere che il supporto di plastica per la coltura dahle rimanesse in ghiaccio durante tutta la
procedura di condizionamento. La piastra &€ poiastatubata a 37° C per almeno 1 h per
indurre la gelificazione della matrice glicoproteidn ciascun pozzetto condizionato sono state
seminate 7,5xT0cellule sospese in 1 mL di terreno M\sase contenente I'1% di FCS
(Promocel) e i composti in esame a concentrazione non &$ota come risultato da saggi di
vitalitd cellulare condotti nelle medesime cond@io 0,1 uM per i derivati 4-
aminochinazolinici, PD153035 e Vandetanib. Le comr@zioni non citotossiche per i derivati
fenil-pirrolochinolinonici impiegate nel saggio sostate invece: 0,04M derivati 2P-ossimet,
2P-et, 2P-estere, 2P-cpmet, 2P-amino e 2P-met; 2 1xMDil derivato 2P-nitro; 1x189 pM i
derivati 2P e 7P; 1xI0uM i derivati 7P-met, 7P-et e vinblastina. Dopo 18ilincubazione a
37°C e un lavaggio in PBS, le cellule sono statsafie con una soluzione al 2% di glutaraldeide
(MercK in tampone sodio cacodilato 0,1 Migma (Albini et al, 2004). Per ogni pozzetto
sono poi stati fotografati 5 campi (ingrandimentax$ seguendo uno schema a croce. Le
immagini cosi ottenute sono state analizzate gralfienpiego delSoftware ImageJ-Matrigel
Assay valutando sia parametri dimensionali, come lag@etuale dell'area coperta dalle cellule,
la lunghezza totale della rete formata dalle HUVR€& ogni campo e l'area percentuale
racchiusa all'interno delle maglie, sia parameipdlogici, quali il numero di maglie chiuse e di

punti di ramificazione per campo.
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Analisi delle immagini ottenute con il softwardtAGEJ ANGIOJ- MATRIGEL ASSAYartendo dall'immagine
catturata al microscopio, grazie al software, sene dapprima I'immagine di contrasto in bianareeo (A),

quindi I'immagine viene corretta manualmente (B)rfthe si ottiene lo scheletro della rete di mad[C).

| risultati, media di almeno 3 esperimenti, sonatisespressi come variazioni percentuali

rispetto al campione non trattato. L'analisi statese stata effettuata con il t-test di Student.
8.2 Effetti sulla morfogenesin vitro indotta da citochine esogene.

Il saggio e stato ripetuto utilizzando Matrigelaitb di fattori di crescita seminando le cellule
in 1 mL di terreno base contenente I'1% di FCSn§0nL FGF-2 o 20 ng/mL VEGF da soli o

con i composti 4-aminochinazolinici o fenil-pirraluinolinonici alle stesse concentrazioni non

citotossiche elencate nel protocollo precedentisultati, media di almeno 3 esperimenti, sono
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stati espressi come variazioni percentuali rispaittocolture di controllo trattate solo con FGF-
2 0 VEGF. L'analisi statistica e stata effettuada d t-test di Student.

Precedentemente erano stati effettuati saggi @rahtazione della vitalita cellulare con MTT
come descritto precedentemente al punto 3, laszi@edd incubare le cellule per 18 h con i
composti in analisi da soli o con 50 ng/mL di FGFE&220 ng/mL di VEGF, al fine di
identificare la concentrazione non citotossica til&zare nei saggi sopra descritti.

9. Determinazione del rilascio di VEGF nel terrendai coltura

Per valutare I'eventuale inibizione che i compdsaminochinazolinici esercitano sul rilascio
di VEGF da parte sia delle A431 che delle HUVEGst&to utilizzato ilkit Human VEGF
ImmunoassayQuantiking che permette di misurare la concentrazione di FE(asciato dalle
cellule nel terreno di coltura attraverso l'utiizzdi un saggio immunoenzimatico di tipo
sandwich Un anticorpo monoclonale, immobilizzato sul fonde pozzetti presenti déit,
riconosce e lega VEGF presente all'interno deletssr di coltura. Un secondo anticorpo
policlonale diretto contro VEGF e legato ad unaopsidasi viene aggiunto al campione ed
interagisce con il fattore di crescita ancoratofendo del pozzetto. In presenza del substrato
per I'enzima si sviluppa una colorazione di inténgbroporzionale alla concentrazione di

VEGF presente nel campione.

Procedura
Le cellule sono state seminate ad una densitaidi*Tellule/pz per le A431, e 1x1@ellule/pz
per le HUVEC in piastre da 24 pz in presenza detey completo. Dopo 24 h di incubazione il
terreno € stato rimosso ed e stato effettuato wagzio con PBS. Ad ogni pozzetto sono stati
aggiunti 350 pL di terreno completo (A431) o MVZXbaontenente il 10% di FCS (HUVEC)
con i composti da testare alla concentrazione nitwtossica di 0,1uM. | controlli erano
rappresentati da solo terreno completo o MV2 basechito con il siero. Dopo 72 h di
incubazione é stato prelevato il terreno di colireentrifugato a 1500 giri/minuto per cinque
minuti. Ad ogni pozzetto dedit sono stati aggiunti 50 pL dissay Diluent RD1V¢ 200 pL di
terreno di coltura. La piastra e stata poi ricapéld un foglio adesivo e incubata per 2 h a TA.
Al termine del periodo di incubazione, il surnatagtstato rimosso dai pozzetti che sono stati

lavati delicatamente cowash Buffer Ad ogni pozzetto sono quindi stati aggiunti 200 gl
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VEGF conjugatecontenente Il'anticorpo policlonale diretto cont@EGF coniugato alla
perossidasi. La piastra é stata nuovamente ricgert un foglio adesivo e incubata per 2 h a
TA. Al termine del periodo di incubazione il suraate e stato rimosso dai pozzetti e, dopo
diversi lavaggi conWash Buffer sono stati aggiunti 200 pL dsubstrate Solutionuna
soluzione contenente il substrato cromogenico gtassidasi. | pozzetti sono stati lasciati per
20 minuti in incubazione a temperatura ambientepalro dalla luce fino allo sviluppo di una
colorazione azzurra. Concluso il periodo di incubag sono stati aggiunti 50 uL @top
Solution La lettura spettrofotometrica € stata eseguitaMizroplate autoreadeEL 13a 450

nm con correzione a 540 nm.

In precedenza era stata costruita una retta dutarattraverso una serie di standard compresi
nel kit. Questa e stata ottenuta mediante I'utilidz una soluzione madre standard di VEGF in
concentrazione 2000 pg/mL e con la quale sono gr&fparati sette standard diluiti con
Calibrator Diluent RD5Kin un intervallo compreso tra 1000 pg/mL e 15,6vdg/diluizioni
seriali 1:2). Gli standard sono stati trattati ¢ostesso protocollo precedentemente descritto ed
e stata quindi calcolata la retta con i valori sE@banza contro la concentrazione di VEGF in
pag/mL. Mediante questa curva di calibrazione sdatescalcolate le concentrazioni del fattore
di crescita nei campioni dopo la lettura spettrofoetrica a 450 nm.

| risultati, media di almeno 3 esperimenti, soratisggspressi come pg/mL di VEGF. L’analisi

statistica e stata effettuata con il t-test di 8hid

10. Determinazione del rilascio di FGF-2 nel terrea di coltura

E’ stato dimostrato che FGF-2 viene rilasciatoreolthe dalle cellule periendoteliali, anche
dalle EC stesse, le quali vengono stimolate dabratdi crescita attraverso un meccanismo
autocrino (Prestat al, 2005).

Per valutare I'eventuale inibizione che i compdstiminochinazolinici esercitano sul rilascio
di FGF-2 da parte delle EC e stato utilizzatokit Human FGF basic Immunoassay
(Quantiking che permette di misurare la concentrazione di-BGifasciato dalle HUVEC nel
terreno di coltura attraverso I'utilizzo di un saggnmunoenzimatico di tipsandwichanalogo

a quello utilizzato per la determinazione del clagdi VEGF.
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Procedura
Le HUVEC sono state seminate ad una densita di *1g&Dule/pz in piastre da 24 pz in
presenza di terreno completo. Dopo 24 h di incudreil terreno € stato rimosso ed e stato
effettuato un lavaggio con PBS. Ad ogni pozzettoosstati aggiunti 350 pL di terreno base
contenente il 10% di FCS con i composti da testi#leeconcentrazione non citotossica di 0,1
uM. Nei controlli e stato aggiunto solo terreno basgcchito con il siero. Dopo 72 h di
incubazione é stato prelevato il terreno di coltireentrifugato a 1500 giri/minuto per cinque
minuti. Ad ogni pozzetto sono stati aggiunti 100 diLAssay Diluent RD1-4& 100 pL di
terreno di coltura. La piastra e stata poi ricapeéld un foglio adesivo e incubata per 2 h a TA.
Al termine del periodo di incubazione, il surnatagtstato rimosso dai pozzetti che sono stati
lavati delicatamente cowash Buffer Ad ogni pozzetto sono quindi stati aggiunti 200 gl
soluzione contente I'anticorpo monoclonale direttmtro FGF-2 e legato alla perossidasi. La
piastra e stata nuovamente ricoperta con un feglesivo e incubata per 2 h a TA. Al termine
del periodo di incubazione il surnatante e statws&so dai pozzetti e, dopo diversi lavaggi con
Wash Buffer sono stati aggiunti 200 pL @ubstrate Solutionyna soluzione contenente il
substrato cromogenico della perossidasi. | pozzaitio stati lasciati per 30 minuti in
incubazione a temperatura ambiente al riparo dadla fino allo sviluppo di una colorazione
verde. Concluso il periodo di incubazione sona stggiunti 50 pL diStop SolutionLa lettura
spettrofotometrica € stata eseguita bbioroplate autoreadeEL 13 a 450 nm con correzione a
540 nm.
In precedenza era stata costruita una retta dutarattraverso una serie di standard compresi
nel kit. Questa e stata ottenuta mediante 'utilidz una soluzione madre standard di FGF-2 in
concentrazione 640 pg/mL e con la quale sono giaparati sette standard diluiti con
Calibrator Diluent RD5-14in un intervallo compreso tra 640 pg/mL e 10 pg/(diluizioni
seriali 1:2). Gli standard sono stati trattati ¢é@stesso protocollo precedentemente descritto ed
e stata quindi calcolata la retta con i valori sk@banza contro la concentrazione di FGF-2 in
pg/mL. Mediante questa curva di calibrazione sdatescalcolate le concentrazioni del fattore
di crescita nei campioni dopo la lettura spettrofottrica a 450 nm.
| risultati, media di almeno 3 esperimenti, soratisgspressi come pg/mL di FGF-2. L’analisi

statistica e stata effettuata con il t-test di 8hid
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11. Saggian vivo conplug di Matrigel

| modelli in vitro per lo studio dell’angiogenesi permettono di valoé singolarmente le
diverse fasi e offrono il vantaggio di ottenere controllo sulle molteplici variabili che
accompagnano l'esecuzione dei saggi (quali le curazoni dei fattori angiogenici o il
numero di cellule impiegate per il test), oltreaafiossibilita di ridurre i costi e le difficolta
rispetto agli esperimenin vivo. Tuttavia, i saggin vitro sono caratterizzati anche da diverse
limitazioni, prima fra tutte la natura stessa dé&lg, le quali mostrano differenze fenotipiche
legate all'origine micro e macrovascolare e allag d’origine. Inoltre all'interno della parete
del vaso sanguigno le EC si trovano in una fasgudiscenza, da cui escono quando poste in
coltura, riacquistando cosi la capacita di dividdre cellule proliferanti, pero, possono subire
variazioni del loro stato di attivazione, del céipo, dell’espressione di antigeni superficiali e
delle proprieta legate alla crescita in funzionktdssuto di provenienza (Liekeesal, 2001).

Le EC, inoltre, non sono i soli tipi cellulari comlti nell’angiogenesi. All'interno delle varie
fasi del processo, infatti, intervengono cellulesdpporto (periciti, fibroblasti, cellule muscolari
lisce), cellule mesenchimali e cellule circolangl dangue, oltre a una vasta gamma di fattori
pro e antiangiogenici prodotti e liberati dai dsietipi cellulari. L'influenza di questo insieme
di cellule e fattori sull’endotelio durante la creme di nuovi vasi e difficile da valutare
appienoin vitro. Inoltre, sono presenti diversi studi in letteratin cui composti in grado di
interferire con una o piu fasi del processo angiogenon hanno dimostrato la stessa attivita
anchein vivo, rendendo quindi indispensabile affiancare i tegubttenuti dai modeliin vitro a
quelli derivanti da saggin vivo. | modelli in vivo utilizzati per lo studio dell’angiogenesi
comprendono test su membrana corioallantoidea Ith PGAM test), saggio su mesentere di
ratto, saggi con impianto giug di Matrigel e modelli di angiogenesi tumorale (Nxy;, 2006).
L’'impianto di una matrice polimericeplug di Matrigel) nella zona sottocutanea di topi C57
Black rappresenta un saggio largamente utilizaatovo per verificare la formazione di nuovi
vasi sanguigni all'interno del gel inoculato, gealla possibilita di sospendere cellule e/o
fattori pro o antiangiogenici all'interno del Magal (Plunkettet al., 1990; Dellianet al.,1996).

Il Matrigel, mantenuto alla temperatura di 4° Gene aggiunto di eparina, FGF-2 ed eventuali
sostanze da testare per valutare la capacita @gt’'gliene di contrastare I'effetto stimolatorio
sul processo angiogenico esercitato dalla citochingel viene quindi inoculato sottocute e,
solidificando alla temperatura corporea, formaplug gelatinoso e compatto. Dopo un certo

periodo, la risposta angiogenica puo essere (qi@aidf attraverso una misurazione del
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contenuto di emoglobina, indicatore della presenzanuovi vasi sanguigni, mediante
immunoistochimica per verificare la presenzardirker specifici delle EC su microsezioni di
matrice polimerica, o ancora mediante fluoresce(&kthar et al, 2002). Il dosaggio
del’emoglobina viene effettuato attraverso limgaie del kit Drankin’s Reagent(Sigma,
normalmente utilizzato per la determinazione quative di tipo colorimetrico dell’emoglobina
nel sangue intero a scopo diagnostico. La reazpeeifica € I'ossidazione dell’emoglobina e
dei suoi derivati a metaemoglobina, in presenaadiomposto alcalino quale il ferricianuro di
potassio. La metaemoglobina reagisce col cianuro pitassio per formare
cianometaemoglobina, che presenta un massimo drbasento a 540 nm. L’assorbanza
misurata a questa lunghezza d’onda e proporzia@i@eoncentrazione di emoglobina. Questa
metodica offre un’esecuzione relativamente rapidaraplice, se paragonata ad altri modelli di

studioin vivo.

11.1 Impianto deiplug di Matrigel

Per ogni animale (topi C57 Blagkiono stati usati 500 pL di MatrigeB&D Biosciencek
precedentemente scongelato a 4°o&rnight I materiale da utilizzare per la procedura
(puntali, eppendorf) é stato preraffreddatdréezer Sono stati quindi miscelati con il Matrigel
200 ng/mL di FGF-28igma e 12 U.Lplug di eparina Yisten; successivamente sono stati
aggiunti i composti oggetto di studio in concentvae non citotossica: 0,0iM per i derivati
4-aminochinazolinici, PD153035 e Vandetanib; MLper i derivati fenil-pirrolochinolinonici

e la vinblastina. | topi sono stati anestetizzati anestesia gassosa e al momento dell’'iniezione
sottocutanea sono stati utilizzati aghi e siringheventivamente raffreddati iineezer | topi
trattati con Matrigel contenente solo eparina rapentavano i controlli negativi, mentre quelli

con Matrigel contenente eparina ed FGF-2 i contpasitivi.

11.2 Determinazione del contenuto di emoglobina

Dopo sette giorni dall'iniezione gli animali sontats sacrificati tramite inalazione di anidride
carbonica. Iplug sono stati rimossi, immersi in dnuffer costituito da 300 pL dBrij-35 0.1%
in PBS pemplug, e posti a 4° @vernight Successivamente sono stati centrifugati per futnan
13500 g/mine nel surnatante e stato determinato il contenutengoglobina, usando il
Drabkin’s Reagent contenente sodio bicarbonato, ferricianuro diapsib, e cianuro di

potassio.
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E stata costruita una retta di taratura per calediconcentrazione di emoglobina estratta dal
plug, dopo lettura dell’assorbanza. Questa €& statauwstiemediante la preparazione di una
soluzione standard di emoglobina con concentrazmamiea 10 mg/mL iDrabkin’s Solution(1

vial di Drabkin’s Reagenin 1 L di acqua distillata addizionato di 0.5 mLRtij-35 Solution
30%). Con questa soluzione madre sono stati presatée standard di cianometaemoglobina
diluiti con Drabkin’s Solutiona concentrazione nota in un intervallo compresoQre 10
mg/mL (0,25; 0,5; 1; 2; 4; 8; 10 mg/mL). L’assorhardegli standard ¢é stata letta a 540 nm ed
e stata ricavata una retta con i valori di assa®arontro la concentrazione di
cianometaemoglobina (mg/mL). Da questa sono stltmlate le concentrazioni a partire dai
valori di assorbanza dei campioni letti a 540 nmsultati, media di almeno 3 animali, sono
stati espressi come mg/mL di emoglobina. L’anatsiistica € stata effettuata con il t-test di
Student.

11.3 Analisi istologica

11.3.1 Inclusione in paraffina

Alcuni plug sono stati fissati per 24 h in PBS contenente &ima al 4% $igmag e
successivamente sono stati disidratati mediantcdda ascendente degli alcoli nel seguente
modo: 2 h in alcool 70%, 2 ore in alcool 80%, 2 ioralcool 90% povernightin alcool 95%, 2
ore in alcool 100%, 2 ore in xilolo/alcool 100% 1v/v) e quindi in xilolo per altre 2 ore.
E’seguito quindi un passaggio in paraffina a 60p€ 2 h per l'impregnazione e quindi
l'inclusione in vaschette metalliche. Al microtorfidistoslide 2000, Reichert-Jujjgsono state
ottenute sezioni dello spessore di 5 um, che steite $atte aderire su vetrini portaoggetti

SuperFrost PlugMenzel-Glaseéx

11.3.2 Colorazione

La colorazione delle sezioni ottenute al microtoen@tata eseguita con ematossilina-eosina
(MercK). Le sezioni sono state preventivamente sparaffimamite due passaggilttistochoice
Clearing Agent 1Xciascuno di 5 minuti, e idratate tramite passaggi minuti ciascuno in una
scala discendente di alcool: alcool 100%, alcodb9%alcool 80%, alcool 70%, alcool 50%,
alcool 30%, alcool 10%, per finire con un passagljié minuti in acqua distillata. In seguito
ciascuna sezione e stata trattata con ematosp#ing,5 minuti, lavata 2 volte velocemente in

acqua distillata e differenziata per 2 minuti igaa& di fonte. E’ stata quindi trattata con eosina
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per 10 secondi e lavata ancora velocemente in adigtibata. Dopo la colorazione, i preparati
sono stati disidratati tramite passaggi veloci iooal 95% e alcool assoluto, trattati con
Histochoice Clearing Agent 1&Xmontati corHistochoice Mounting Media

Le osservazioni sono state effettuate con micrascagtico DM2000 [Leica).
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1. DERIVATI 4-AMINOCHINAZOLINICI

a) Valutazionein vitro dell’attivita citotossica

Effetti sulla proliferazione cellulare

Per la valutazione dell’effetto anti-proliferativdei derivati 4-amino-chinazolinici e stata
utilizzata la linea cellulare umana A431, derivala un carcinoma vulvare squamoso, e
caratterizzata da una sovra-espressione di EGFPRo Dattamento per 72 ore con i composti
oggetto di studio a concentrazioni comprese tra 8.Q0uM, la proliferazione cellulare é stata
determinata con il saggio del’'MTT. In Figura 1 satportati i risultati ottenuti, dai quali sono
state calcolate le kg relative a ciascun composto (Tabella 1). Per iutomposti € stato
evidenziato un andamento dose-risposta.

Confrontando i valori di 16y dei derivati 4-aminochinazolinici, con quelli relaa PD153035

e Vandetanib, utilizzati come composti di riferin@rsi evidenzia quanto segue:

rispetto a PD153035, una diminuzione di circa 6valte nel valore di 16 si €
osservata con i composti caratterizzati dalla pregeli un anello a 6 atomi, eccezion
fatta per i derivati con 2 alogeni all'anilina;

- i derivati propilen e metilendiossi, fuorché i comspi bialogenati, presentavano valori
di ICso paragonabili a quello calcolato per PD153035;

- rispetto a PD153035, una diminuzione di circa 5¥0te nel valore di Ig si €
osservata con i derivati caratterizzati dalla pneaedi un fenile in 3'. In particolare, il
derivato etilendiossi si € rivelato il composto pitivo;

- il derivato etilendiossi con F e Br all’anilina gentava un valore di gparagonabile a
guello calcolato per Vandetanib; al contrario, irspondenti composti con cicloa50 7
atomi erano molto meno attivi.

Sulla base dei risultati ottenuti, la sperimentagiguccessiva € stata limitata ai derivati dotati

di maggiore attivita antiproliferativa, per i qualia stato possibile calcolare la$¢C
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Figura 1. Effetti dei derivati 4-aminochinazolinici sulla piferazione di cellule A431. La proliferazione adlre & stata
determinata con MTT dopo 72 ore di incubazioneicmmposti in esame:

OI8O =0.01um
BECOE=01um
HEN-1,m

HEN-0MV

| risultati, media di 3 esperimenti ed espressi€wariazione percentuale dalle colture di corgrothn trattate (considerate
come 0), sono riportati come media + deviazionadsded. * = p<0.05 vs controllo (colture non tragdat test di Student.
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Composti ICs0 (M) A431
PD153035 4.40+1.30
Vandetanib 9.22 +0.33
|
5-CHs 6.69 + 0.92
6-CHs 0.67 £0.11
7-CH, 6.29 + 0.62
|
5-Br 7.16+1.11
6-Br 0.75 + 0.09
7-Br 8.17+0.76
I m———
5-CR 8.46 + 0.87
6-CR; 0.77 + 0.09
7-CR 4.73+0.56
|
5-CI,F > 10
6-CI,F > 10
7-CIF 7.13+0.63
I mmmmm——
5-F,Br > 10
6-F,Br 6.28 + 0.46
7-F,Br > 10
|
5-Ph 0.81 + 0.06
6-Ph 8.06x10% + 1.04x10°
7-Ph 0.66 + 0.08

Tabella 1. Valori di IC5o determinati in seguito a trattamento per 72 hededlllule A431 con i derivati 4-aminochinazolinici.

Per verificare se l'effetto antiproliferativo fostegato ad un’azione proapoptotica, le cellule
A431 sono state trattate per 24 ore con i compostsame utilizzati ad una concentrazione pari
a 10uM. Successivamente le cellule sono state lisaté ksato cellulare é stata determinata la
presenza di mono- e oligo-nucleosomi, che si foondmrante il processo di frammentazione
del DNA, caratteristico dell’apoptosi. | risultaglativi sono riportati in Figura 2. Rispetto alle
colture di controllo non trattate, tutti i derivattaminochinazolinici aumentavano in modo
significativo il tasso di apoptosi, analogamenteg@anto osservato con i composti di
riferimento. In particolare, i derivati con cicloGaatomi inducevano la formazione di mono e
oligo-nucleosomi in modo paragonale o superiorda33035 e Vandetanib. Parallelamente e

nelle stesse condizioni sopra riportate, € statherdeterminata la proliferazione cellulare.
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Analogamente ai composti di riferimento, tutti iridati esercitavano un forte effetto

antiproliferativo (dati non mostrati).

-100 0 100 200 300 400 500 600

variazione % al controllo

Figura 2. Effetti pro-apoptotici dei derivati 4-aminochindinici su cellule A431. Dopo 24 h di trattamentadacomposti (10
uM), le cellule A431 sono state lisate e la quartitaligo- e mono-nucleosomi € stata determinatazzeéndo un saggio
immunoenzimatico. | risultati, media di 3 esperithed espressi come variazione percentuale dalfereadi controllo non
trattate (considerate come 0), sono riportati camedia + deviazione standard.
* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.

Per verificare se I'attivita antiproliferativa fasslovuta esclusivamente all'inibizione di EGFR,
e stata determinata la proliferazione cellularbzataindo la linea cellulare NIH3T3, fibroblasti
murini di origine embrionale non esprimenti EGFR.

In Figura 3 sono riportati i risultati dei saggiuiialita cellulare effettuati utilizzando i compbs
chimici in esame a concentrazioni variabili tral0e)10uM. Da questi esperimenti sono stati
ricavati i valori di 1Go, elencati in Tabella 2. Analogamente a PD15303attiita
antiproliferativa di tutti i composti era inferiora quella evidenziata nelle cellule A431,
eccezion fatta per i composti 6-F,Br, 5-Ph e 7-Fé gresentavano valori didgparagonabili a

quelli evidenziati nelle cellule sovraesprimenti HG
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Figura 3. Effetti dei derivati 4-aminochinazolinici sulla piferazione di cellule A431 (barre grigie o verdiNIH3T3 (barre
gialle). La proliferazione cellulare € stata deteata con MTT dopo 72 ore di incubazione con i costipin esame (0.01-10
uM). | risultati, media di 3 esperimenti ed espressie variazione percentuale dalle colture di adiotnon trattate
(considerate come 0), sono riportati come mediavtatione standard.

* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.
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Composti ICso (uM) A431 | IC5o (uM)
PD153035 4.40 +1.30 > 10
Vandetanib 9.22 +0.33 n.d.
5-CH; 6.69 £ 0.92 > 10
6-CH; 0.67 £0.11 5.80 £ 0.58
7-CH; 6.29 £ 0.62 > 10
5-Br 716 £1.11 > 10
6-Br 0.75 £ 0.09 > 10
7-Br 8.17 £ 0.76 > 10
|
5-CRK; 8.46 + 0.87 > 10
6-CRKH 0.77 £ 0.09 7.10 £ 0.60
7-CRH 4,73 +0.56 > 10
|
5-CI,F >10 n.d.
6-CI.F >10 n.d.
7-CI.F 7.13 £ 0.63 > 10
|
5-F,Br > 10 n.d.
6-F,Br 6.28 £ 0.46 5.40+£0.20
7-F,Br >10 n.d.
|
5-Ph 0.81 +£ 0.06 0.60 £0.02
6-Ph 8.06x10% + 1.04x10° 0.60 + 0.20
7-Ph 0.66 £ 0.08 0.92 £ 0.06

Tabella 2. Valori di IG5 determinati in seguito a trattamento per 72 hededllule A431 e NIH3T3 con i derivati 4-

E’' stato successivamente valutato se gli effettlipaoliferativi indotti dai derivati 4-
aminochinazolinici fossero reversibili. A tal finegd un periodo di trattamento di 4 ore con i
composti utilizzati in concentrazione pari a M, e seguito un periodo di recupero di 68 ore,
nel quale le cellule A431 sono state mantenutelim terreno (Figura 4). Comparando i risultati
con quelli ottenuti in seguito ad un trattamentatcwo per 72 ore, si osservava che, dopo il
periodo di recupero, i composti 5-Br, 5-Ph, 6-Ph7-€h manteneva una buona attivita
antiproliferativa. Al contrario, per tutti gli aitrderivati e i composti di riferimento, la

proliferazione cellulare ritornava a valori paragbiti a quelli rilevati nelle colture di controllo

non trattate.

aminochinazolinici.
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variazione % al controllo

Figura 4. Reversibilita dell’effetto antiproliferativo. Dopogte di trattamento con i derivati 4-aminochinaziaii (10 uM), il
terreno e stato rimosso e sostituito con terreescs. Dopo incubazione per 68 ore, la proliferazicgllulare & stata
determinata con il saggio del’lMTT. Parallelameritestato anche effettuato un trattamento contirn&f ore con i composti.
Barre chiare: 4 ore di trattamento + 68 ore di recopbarre scure: 72 ore di trattamento.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressiewariazione percentuale dalle colture di controtho trattate (considerate

come 0), sono riportati come media + deviazionedded.
* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.

Effetti sulla fosforilazione di EGFR
Per verificare se i derivati 4-aminochinazolinios$ero in grado di inibire la fosforilazione di

EGFR, é stato effettuato un saggio immunoenzimatibe utilizza un anticorpo specifico in
grado di riconoscere solamente 'EGFR fosforilatooa altre tirosinchinasi. Come mostrato in
Figura 5, tutti i derivati, analogamente ai compait riferimento, diminuivano in modo
significativo la fosforilazione del recettore inthoda EGF esogeno. Tuttavia, solo il composto
7-Cl,F era efficace in assenza di stimolazioneatteplel fattore di crescita.
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Figura 5. Le cellule A431 sono state pre-trattate per 30 comi derivati (1uM) e poi incubate in assenza (barre verdi, blu o
grigie) o in presenza (barre gialle) di 50 ng/mLFEGer 5 min. La percentuale di EGFR fosforilatoasstieterminata tramite
ELISA. I risultati, media di 3 esperimenti, son@esssi come rapporto tra EGFR fosforilato ed EGFReot
° = p<0.05 vs controllo senza EGF; * = p<0.05 vstoallo con EGF; t test di Student.

Effetti sulla proliferazione cellulare indotta da EGF esogeno

Per valutare se i derivati 4-aminochinazolinicise® in grado di contrastare 'aumento della
crescita cellulare indotto da EGF esogeno, sorbwttizzati due protocolli di trattamento. Nel
primo (Figura 6A), le cellule A431 sono state @tdt per 24 ore con i composti e, dopo
rimozione del mezzo di coltura e lavaggio, sondestiacubate per 72 ore in presenza di EGF
utilizzato in concentrazione pari a 5 ng/mL. Net@®o caso (Figura 6B), i composti e I'EGF
sono stati aggiunti nello stesso momento nel terdircoltura e le cellule sono state incubate
per 72 ore. Sulla base dei risultati ottenuti negiberimenti precedenti, i composti sono stati
utilizzati in concentrazioni che non avevano magifo la vitalita cellulare nei saggi con MTT,
per evitare falsi positivi dovuti ad un effettoatissico diretto e non ascrivibile ad una azione
su EGF. In entrambi i protocolli sperimentali, PB035, 5-Ck, 5-Ph e 6-Ph erano in grado di
contrastare in modo significativo I'effetto proliteeno indotto da EGF. Il composto 6<{Fa
efficace nel primo protocollo di trattamento, menir composti 6-F,Br e Vandetanib nel
secondo. Tutti gli altri derivati non esercitavaaloun effetto.
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Figura 6. Effetti sulla stimolazione della crescita cell@andotta da EGF esogern(@) Dopo 24 ore di trattamento con i
composti a concentrazione non citotossica, il me&zgtato rimosso e sostituito con terreno contengmyg/mL EGF.
Successivamente le colture sono state incubatépere.(B) Le cellule A431 sono state trattate per 72 orexag/mL EGF e
concentrazioni non citotossiche dei composti. Alla del periodo di incubazione, la proliferazic®lulare € stata
determinata tramite il saggio del’MTT.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressiewariazione percentuale dalle colture di controbo trattate (considerate

come 0), sono riportati come media + deviazionedded.
* = p<0.05 vs colture trattate con EGF, t test widént.

b) Valutazionein vitro dell’attivita antiangiogenica

Effetti sulla proliferazione cellulare

In Figura 7 sono contenute le curve dose-rispongte in seguito a trattamento per 72 h
delle HUVEC con diverse concentrazioni delle sasta(da 0,01 a 1@M). | valori di ICso
relativi sono riportati nella Tabella 3. Dal conito dei valori di IG si pud evidenziare che:

- i composti, caratterizzati da un gruppo fenilicopwsizione 3’, esercitavano un’attivita
antiproliferativa maggiore di PD153035. | compds#h e 7-Ph presentavano valori di
ICsq circa 5 volte inferiori a quelli calcolati per PB3035;

- la ciclizzazione dei metossili in posizione 6,7 ¢dormazione di un anello a 6 atomi e la
contemporanea presenza del gruppo fenilico (compo6tPh) miglioravano
ulteriormente I'attivita citotossica, con valori lfiso circa 100 volte inferiori a quelli di
PD153035;

- i composti 6-Ck e 5-Ck mostravano un’attivita paragonabile a PD153035;
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- i composti 5-F,Br e 6-F,Br presentavano un’attiyggzagonabile a quella osservata per
Vandetanib.

- icomposti 7-Ckge 7-F,Br esercitavano poco o nessun effetto sudiscita cellulare.
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Figura 7. Effetti dei derivati 4-aminochinazolinici sulla giferazione delle HUVEC. La proliferazione celludag stata

determinata con MTT dopo 72 h di incubazione coomposti in esame:

O8I =0.01um
BECOE=01um
HEN-1wv
HEN-0M™

| risultati, media di 3 esperimenti ed espressiewariazione percentuale dalle colture di controbio trattate (considerate
come 0), sono riportati come media * deviazionadsded.
* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate),dttéi Student.
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Composti IC 50 (M) HUVEC
PD153035 4.06 + 0.19
Vandetanib 5.64 +0.42
I mmm——
5-Ch; 7.06 + 0.30
6-CF 3.86 +1.33
7-CKH > 10
|
5-F,Br 8.30 + 0.55
6-F,Br 6.70 + 0.36
7-F,Br > 10
I mmm——————
5-Ph 0.75 + 0.01
6-Ph 8.20x10% + 0.17x10°
7-Ph 0.91 + 0.06

Tabella 3. Valori di ICso determinati in seguito a trattamento per 72 heddlJVEC con i derivati 4-aminochinazolinici.

Analogamente ai composti di riferimento, i deriveiCF;, 7-CF;, 5-F,Br, 6-F,Br, 5-Ph, 6-PH e
7-Ph inducevano, rispetto alle colture di contraltm trattate, un forte effetto antiproliferativo
(dati non mostrati) ed aumentavano in modo siggtifto il tasso di apoptosi (Figura 8). E’ da
sottolineare che il composto 6-Ph con eterocidboadsomi e sostituito all’anilina con un gruppo
fenilico, induceva un effetto proapoptotico minongpetto agli altri derivati nonostante
I'elevata attivita citotossica. | derivati 5-¢E 7-F,Br non modificavano la crescita cellulare

(dati non mostrati) e non inducevano il processapaiptosi nelle colture cellulari.
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Figura 8. Effetti proapoptotici dei derivati 4-aminochinamit¢i sulle HUVEC.
Dopo 24 h di trattamento con i composti (i), le HUVEC sono state lisate e la quantita di mamoligo-nucleosomi & stata
determinata utilizzando un saggio immunoenzimalticsultati, media di 3 esperimenti ed espressi€wariazione
percentuale dalle colture di controllo non trat{@@nsiderate come 0), sono riportati come medlaiazione standard.
* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.

by

Per verificare la reversibilita dell’effetto antghiferativo e stato utilizzato il protocollo di
trattamento descritto nella sperimentazione coluleeA431, nel quale dopo un’incubazione di
4 h con i composti utilizzati in concentrazionei@atOuM, & seguito un periodo di recupero di
68 h (Figura 9). Comparando i risultati con quettenuti in seguito ad un trattamento continuo
per 72 h, si osservava che per i composti sosttait il gruppo trifluorometilico (5-Cke 6-
CR), il composto 6-F,Br, PD153035 e Vandetanib, lalifgrazione cellulare ritornava a valori
paragonabili a quelli rilevati nelle colture di ¢oailo non trattate. Al contrario, dopo il periodo
di recupero, i composti 5-F,Br e 7-Ph mantenevana buona attivita antiproliferativa.
L’effetto citotossico veniva invece completamentantenuto nel caso dei composti 5-Ph e 6-

Ph sostituiti all’anilina con il fenile.
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Figura 9: Reversibilita dell’effetto antiproliferativo. Dopbh di trattamento con i derivati
4-aminochinazolinici (1@M), il terreno & stato rimosso e sostituito comero fresco. Dopo incubazione per 68 h, la
proliferazione cellulare é stata determinata caaggio del’MTT. Parallelamente, € stato anchetefato un trattamento
continuo per 72 h con i composti. Barre chiare:elditrattamento + 68 ore di recupero; barre scieare di trattamento.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressiewariazione percentuale dalle colture di controbho trattate (considerate
come 0), sono riportati come media + deviazionadded.

* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.

Effetti sulla fosforilazione di EGFR

Tutti i composti, compresi quelli di riferimentopm modificavano la fosforilazione di EGFR in
assenza di stimolazione (Figura 10). Come attégmtiamento con la citochina induceva un
aumento della fosforilazione rispetto alle coltamn trattate. Tutti i derivati, eccezion fatta per
5-CFk;, 6-F,Br e 7-F,Br, antagonizzavano in modo sigaifio I'aumento nella fosforilazione
osservato in seguito a trattamento con EGF.
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Figura 10. Le HUVEC sono state pre-trattate per 30 min coerivati (1pM) e poi incubate in assenza (barre verdi, blu o
grigie) o in presenza (barre gialle) di 50 ng/mLFEGer 5 min. La percentuale di EGFR fosforilatoatsstieterminate tramite
ELISA. | risultati, media di 3 esperimenti, son@esssi come rapporto tra EGFR fosforilato ed EGFR¢ot
* = p<0.05 vs controllo senza EGF, t test di Studen

Effetti sulla migrazione cellulare

Per verificare la capacita dei composti di inidaenigrazione delle cellule endoteliali, & stato
utilizzata una variante della camera di Boydencunle cellule vengono seminate sulla parte
superiore di unnsert, costituito da una membrana in policarbonato com geel diametro di 5
um. L’'insert veniva inserito in un pozzetto riempito con teaet coltura contenente fattori
chemotattici, che stimolano il passaggio delleutelbttraverso la membrana. L’esperimento &
stato eseguito seminando le cellule sul compampersore del filtro in presenza o in assenza dei
derivati 4-aminochinazolinici. | composti sono st#ilizzati a concentrazione non citotossica,
pari a 1 puM, come dimostrato dai risultati del sagdel’MTT effettuato in seguito ad
esposizione per 4 h (dati non mostrati). | filohe stati quindi inseriti in pozzetti a contattanco
terreno completo di fattori aggiunto all'internoidgngoli pozzetti. Dopo un periodo di
incubazione di 4 h, le colture sono state fissate eellule che avevano attraversato il setto
poroso, quindi adese alla faccia inferiore, sonatestcontate attraverso I'impiego di un
microscopio a fluorescenza, dopo trattamento cormamtante acquoso contenente DAPI,
sostanza caratterizzata da una intensa fluorescbhzae che si intercala nel DNA. La
migrazione € stata espressa come percentualetoisdiet colture di controllo non trattate con i
composti.
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Come evidenziato in Figura 11, tutti i compostibigano la migrazione delle cellule

endoteliali, analogamente a quanto determinato ganposti di riferimento.

-
-

* — I 7P [
* — I 6.Fh
* e N 5-Ph

* | ] 7-F.Br

* | 6-F,Br
* ] 5-F.Br

* — ] 7-CF3
* ———— ] 6-CF3
x = ] 5-CF3

*» — ] Vandetanib
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Figura 11. HUVEC migrate attraverso un setto poroso aventedad diametro di 5 um dopo 4 h di incubazione soto
terreno completo (A), con terreno addizionato diLBBD35 (B), 5-Ph (C) e 5-GKD). L'insert & stato trattato con un montante
acquoso contenente DAPI. Utilizzando un microscapilbiorescenza, sono stati fotografati cinque dgapogni filtro
seguendo uno schema a croce (ingrandimento xIPPEffetti sulla migrazione cellulare.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressi ewariazione percentuale dalle colture di controbo trattate (considerate
come 0), sono riportati come media + deviazionadded.

* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.
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Morfogenesi su Matrigel

Per valutaran vitro I'effetto dei derivati 4-aminochinazolinici sullaorfogenesi, le HUVEC
sono state seminate su Matrigel, un estratto dsarsoma murino ricco di componenti della
membrana basale e ampiamente utilizzato per detarmiin vitro l'azione pro- o
antiangiogenica di sostanze di origine sia natuchle sintetica. Le cellule endoteliali non
trattate si organizzano in modo tale da formarentdino del gel strutture a maglie chiuse. Le
colture sono state trattate per 18 h con i compa#itzzati a concentrazione non citotossica pari
a 0,1 uM, come dimostrato dai risultati del saggel’MTT effettuato in seguito ad
esposizione per 18 h (dati non mostrati). Per gigga di morfogenesi, le colture sono state
fissate e per ciascuna di esse sono state acgisitenagini utilizzando un microscopio a
contrasto di fase collegato ad una fotocameraalgitSu tali immagini, grazie ad un sistema
computerizzato di analisi di immagine, sono stasiurati parametri dimensionali, quali, 'area
percentuale coperta dalle cellule endoteliali Riteghezza totale della rete cellulare per campo,
e parametri topologici, quali il numero di magltguse e i punti di ramificazione per campo.

In Figura 12, sono riportati alcuni esempi di iminagelative alle colture in seguito ai vari tipi
di trattamento.

Da un punto di vista quantitativo (Figura 13), PBQA35 diminuiva in modo significativo I'area
percentuale coperta dalle cellule endoteliali, Wimero di maglie chiuse e l'area da esse
occupata rapportata all’area totale. Simili ristil&h ottenevano per i composti caratterizzati da
un anello a 5 o a 7 atomi (5-¢;F7-CF, 5-F,Br, 7-F,Br, 5-Ph, 7-Ph). | parametri sia
dimensionali che topologici venivano diminuiti ilegalito a trattamento con 6-Ph e 6s3CF
entrambi caratterizzati da un anello a 6 atomi "itsdti all’anilina, rispettivamente, con un
anello fenilico e un gruppo trifluorometilico. Ibmposto 6-Cgappariva molto meno efficace
del composto 6-Ph. Il composto 6-F,Br risultavaffinace e Vandetanib induceva una

diminuzione solo nei valori dell’area percentuale.
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Figura 12. HUVEC coltivate su Matrigel non trattate (A) e teaét per 18 h con 04dM PD153035(B) e 6-Ph (C). Le colture
sono state fissate e per ciascuna di esse soeasttisite 5 immagini ad un ingrandimento di S&guendo uno schema a

croce.
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Figura 13. Morfogenesi su Matrigel di HUVEC trattate per 18dm i composti in analisi. | risultati, media de8perimenti,
sono stati espressi come media + deviazione stdndar
* = p<0.05 vs controllo, t test di Student.

Effetti sul rilascio di citochine esogene

Rilascio di FGF-2 da parte di HUVEC
Per verificare se I'effetto antiangiogenico fossuto ad un’inibizione della produzione della

citochina, € stato valutato, tramite un saggio imaanzimatico, il rilascio di FGF-2 nel mezzo
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di coltura da parte delle HUVEC in presenza deivagir 4-aminochinazolinici, utilizzati in
concentrazione pari a 0,4M. Tale dosaggio non esercitava effetti citotossicome
precedentemente dimostrato nei saggi di vitalitbulege effettuati con 72 h di incubazione.
Solamente i composti 5-Ph, 6-Ph, e 7-Ph, caratigiizla un gruppo fenilico in posizione 3, e
il composto 7-F,Br, diminuivano in modo significati il rilascio della citochina rispetto alle
colture di controllo (Figura 14).

py/mL FGF-2

)

S2 BN <

® SO SO SR S AR SR SR
& & ééf <,,C5( @6( ,\,CS‘ K K A& <

Figura 14. Effetti dei derivati 4-aminochinazolinici sul rilei® di FGF-2 nel mezzo di coltura mediante saggimuno-
enzimatico. Dopo 72 h di trattamento delle HUVE® coomposti in analisi alla concentrazione di 0\, il terreno di coltura
e stato prelevato ed é stata determinata la caraéornie della citochind.risultati, media di 3 esperimenti, sono statirespi
come media * deviazione standard.

* = p<0.05 vs controllo, t test di Student.

Rilascio di VEGF da parte di A431

Analogamente a EGF, anche VEGF é un fattore diciteepresente nel microambiente

tumorale e viene prodotto dalle stesse cellule tainche, in tal modo, tramite meccanismi
autocrini-paracrini, sostengono il loro sviluppoatd che le HUVEC presentano un rilascio
basale di VEGF talmente basso da non poter appeezzagentuali variazioni indotte dai
composti studiati, non é stato possibile verifieareffetto sulla produzione della citochina. La
sperimentazione é stata quindi effettuata sullelAdlizzando un saggio immunoenzimatico
in grado di quantificare in modo selettivo la chiowm nel mezzo di coltura. Tale dosaggio ha
messo in evidenza una diminuzione del rilascio HG¥ dopo trattamento con Vandetanib e |l
composto 6-Ph (Figura 15).
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pg/mL VEGF

Figure 15. Effetti dei derivati 4-aminochinazolinici sul riaio di VEGF. Le cellule A431 sono state trattate T2 ore con i
composti utilizzati a concentrazione non citotosg 1uM). Alla fine del periodo di incubazione, la quaatdi citochina
presente nel mezzo di coltura é stata determinataite saggio immunoenzimatico. | risultati, medii& esperimenti ed
espressi come pg/mL di VEGF, sono riportati comdime deviazione standard.
* = p<0.05 vs colture non trattate, t test di Stntde

Effetti sulla morfogenesi indotta da citochine esaene

EGF-2

La sperimentazione é stata effettuata utilizzandomposti in concentrazione pari a 0,1 pM.
Come mostrato in Figura 16, a tale dosaggio solcorhposto 6-Ph riusciva a contrastare
I'effetto proliferogeno dell’FGF-2, mentre tuttiiglltri derivati risultavano inefficaci.

Il trattamento delle colture con 50 ng/mL FGF-2updva un aumento di tutti i parametri
rispetto a quanto osservato nelle colture di cdliotroon trattate (Figura 17). PD153035 e 7-Ph
contrastavano I'effetto della citochina sulla luegha totale della rete cellulare, sul numero di
maglie chiuse e sulla loro area percentuale (Fig®g Al contrario, il composto 7-F,Br e
Vandetanib erano completamente inefficaci. Tutti gltri composti hanno indotto una
diminuzione significativa di tutti parametri mistiraispetto a quanto osservato nelle colture

trattate con FGF-2. In particolare, il compostot6rRBultava il piu attivo.
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Figura 16. Determinazione della vitalita cellulare utilizzanitlsaggio del’MTT. La proliferazione cellularestata
determinata dopo 18 h di incubazione utilizzandat@mporaneamente 50 ng/mL di FGF-2 e i derivatinhachinazolinici in
concentrazione 0,1 uM. | risultati, media di 3 @Bpenti ed espressi come variazione percentuale dalture di controllo non

trattate (considerate come 0), sono riportati comdia + deviazione standard.
* = p<0.05 vs controllo (colture trattate con FGF12est di Student.
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Figura 17. HUVEC coltivate su Matrigel non trattate (A) e ted#t (B) per 18 h con 50 ng/mL di FGF-2. (C) Morfogsrse!
Matrigel di HUVEC trattate per 18 h con 50 ng/mLF@F-2. | risultati, media di 3 esperimenti, soratistspressi come media
+ deviazione standard. * = p<0.05 vs controllost @& Student.
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Figura 18. Morfogenesi su Matrigel di HUVEC trattate per 18dm i composti in analisi in concentrazione oM e 50 ng/mL
di FGF-2. | risultati, media di 3 esperimenti, satati espressi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs colture trattate con FGF-2, t tesbtlident.
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VEGF
La sperimentazione é stata effettuata utilizzanclmmposti in concentrazione pari a 0,1 uM. A

tale concentrazione, solo il composto 6-Ph cordaxast effetto della citochina, mentre gli altri
erano inefficienti (Figura 19).

Il trattamento delle colture con 20 ng/mL VEGF indua un aumento di tutti i parametri
rispetto a quanto osservato nelle colture di cdliotroon trattate (Figura 20).

| derivati, caratterizzati da un gruppo fenilico posizione 3’, risultavano piu attivi di
PD153035 nel contrastare la formazione di struttimal-capillari indotta da VEGF esogeno
(Figura 21). Infatti, rispetto alle colture tra#taton la citochina, diminuivano in modo
significativo tutti i parametri misurati. Analogteffetti, ma con un intensita minore, si
registravano in seguito a trattamento con il corgpos5-F,Br, derivato
metilendiossichinazolinico con due alogeni in pmsiz 2° e 4'. Tutti gli altri composti
risultavano meno attivi di PD153035 ed, in partee] il composto 6-F,Br era il meno efficace.

Vandetanib non induceva alcun effetto.
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Figura 19. Determinazione della vitalita cellulare utilizzanitleaggio del’MTT. La proliferazione cellularestata
determinata dopo 18 h di incubazione utilizzandat@mporaneamente 20 ng/mL di VEGF e i derivati 4rachinazolinici in
concentrazione 0,1 uM. I risultati, media di 3 espenti ed espressi come variazione percentuale dalture di controllo non

trattate (considerate come 0), sono riportati camadia + deviazione standard.
* = p<0.05 vs controllo (colture trattate con VEGH)est di Student.
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Figura 20. HUVEC coltivate su Matrigel non trattate (A) e teaét per 18 h con 20 ng/mL di VEGF (B). (C) Morfogerses
Matrigel di HUVEC trattate per 18 h con 20 ng/mLMEGF.
| risultati, media di 3 esperimenti, sono statirespi come media * deviazione standard.

* = p<0.05 vs controllo, t test di Student.
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Figura 21. Morfogenesi su Matrigel di HUVEC trattate per 18dm i composti in analisi in concentrazione pM e 20 ng/mL
di VEGF. | risultati, media di 3 esperimenti, satati espressi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs colture trattate con VEGF, t tesStlident.
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c) Valutazionein vivo dell’attivita antiangiogenica

Sulla base dei risultati ottenuti nei sagyivitro, la sperimentazioni vivo e stata limitata ai
composti caratterizzati da un gruppo fenilico irsigmne 3'. La Figura 22 mostra le immagini
relative a sezioni istologiche dpiug di Matrigel dopo espianto, colorate con ematassikd
eosina. Dopo 7 giorni dall'impiantopiug composti da solo Matrigel apparivano compatti e si
osservavano solo poche cellule infiltrate, prinbigente localizzate ai bordi (A). La presenza di
FGF-2 induceva la formazione di numerosi vasi, @ldi grandi dimensioni, e uno sfaldamento
del plug. Parallelamente, numerose cellule erano presdiititerno dell’impianto (B). Un
analogo quadro istologico, caratterizzato pero i@ minore dimensione dei vasi, Si osservava
quando negli impianti contenenti FGF-2 veniva agtpuPD153035 (C). | derivati 4-
aminochinazolinici riuscivano a contrastare, in moohaggiore rispetto al composto di
riferimento, gli effetti proangiogenici della citoioa. Infatti, iplug presentavano una struttura
piu compatta e un numero minore di neo-vasi conedsioni ridotte (D, E, F). Queste
osservazioni sono state confermate dall’analisiabeitenuto di emoglobina nelug (Figura
23). Solo i derivati 4-aminochinazolinici, e non B33035, riuscivano a diminuire in modo
significativo il contenuto della proteina rispetioquanto determinato nei campioni contenenti
solo FGF-2.
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Figura 22. Sezioni istologiche dgilug di Matrigel dopo espianto, colorate con ematassi#d eosina: solo Matrigel (A),
Matrigel addizionato di: 200 ng/mL FGF-2 (B), FGE-D,01uM PD153035 (C), FGF-2 e 0,@M 5-Ph (D), FGF-2 e 0,0iM
6-Ph (E), FGF-2 e 0,00M 7-Ph (F). Ingrandimento x200.
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Figura 23. Determinazione della concentrazione di emoglopiesente ngilug di Matrigel contenenti 200 ng/mL di FGF-2 e
in presenza o meno dei derivati in analisi in com@zione di JuM. | plug sono stati rimossi a 7 giorni dall'impianto edtéta
determinata la concentrazione di emoglobina attsaven saggio colorimetrico con I'impiego dé Drankin’s Reagent
I risultati, media di 3 esperimenti, sono statirespi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs FGF-2; t test di Student.

2. DERIVATI FENIL-PIRROLOCHINOLINONICI

Effetti sulla proliferazione cellulare

In Figura 24 sono riportate le curve dose-rispaitenute in seguito a trattamento per 72 h
delle HUVEC con diverse concentrazioni dei derivfatil-pirrolochinolinonici. In Tabella 4
sono riportati i valori di IG relativi, da cui si pud evidenziare che:

- i composti 7P-met e 7P-et, a geometria [f3,2en I'introduzione in posizione 3 di un
gruppo metilico o etilico, esercitavano un’attiviemntiproliferativa maggiore della
vinblastina, con valori di 1§ circa 100 volte inferiori a quelli calcolati pércomposto
di riferimento;

- 1 composti con struttura base [HB-e [3,24], privi di sostituenti, presentavano
un’attivita paragonabile a quella osservata pefitélastina; al contrario, i derivati 2P-
ossimet, 2P-et, 2P-cpmet e 2P-estere erano moho atévi;

- il derivato 2P-nitro presentava un valore dd@i circa 9 volte superiore a quello
calcolato per il composto antitumorale di riferirt@n

- i composti 2P-amino e 2P-met non mostravano, allesme dosi utilizzate, un effetto

sulla crescita cellulare tale da consentire il @aldell’ICsp.
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Sulla base dei risultati ottenuti, la sperimentagisuccessiva € stata limitata ai derivati dotati

di maggiore attivita antiproliferativa, per i qualia stato possibile calcolare la;¢C

2P-nitro

S
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Figura 24. Effetti dei derivati fenil-pirrolochinolinonici sid proliferazione delle HUVEC. La proliferaziondlatare € stata
determinata con MTT dopo 72 h di incubazione commposti in esame.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressi ewariazione percentuale dalle colture di controtho trattate (considerate
come 0), sono riportati come media + deviazionadded.
* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate),dtteéi Student.
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Tabella 4. Valori di IG5 determinati in seguito a trattamento per 72 heddlVVVEC con i derivati fenil-pirrolochinolinonici.

Per valutare la presenza di effetti proapoptoticiseguito all'esposizione delle HUVEC ai
composti in esame, € stato utilizzato il saggio BUN che mette in evidenza la
frammentazione del DNA, evento caratteristico delcpsso apoptotico (Figura 25). In questo
caso, come illustrato in Figura 26, tutti i derivignil-pirrolochinolinonici, a concentrazioni
pari alla loro IGy e analogamente alla vinblastina, inducevano uneatmnsignificativo del

tasso di apoptosi rispetto alle colture di controkccezion fatta per i composti 2P-et e 2P-

estere.

Composti

IC 50 (nM)

Vinblastina

4,89x10° + 0.33x10

2P 4.32x10° + 0.61x107
2P-nitro 0.45 + 0.05
2P-amino > 10
2P-ossimet 5.79+0.91
2P-et 8.12+1.14
2P-cpmet 4.23+0.72
2P-estere 5.74 £0.83
2P-met >10

7P 3.24x107 + 0.24x10°
7P-met 4.28x10" + 0.19x10"
7P-et 4.55x10" + 0.35x10"
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Figura 25. HUVEC DAPI-positive (nuclei colorati in blu) e HUMETUNEL-positive (nuclei colorati in verde): A) e B)
Controllo; C) e D) Cellule trattate con vinblasting;eE-) Cellule trattate con 2P-nitro.
Ingrandimento x40.
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% apoptosi

Figura 26. Percentuale di apoptosi di HUVEC trattate per @laon i composti fenil-pirrolochinolinonici utilxti a
concentrazioni pari alla kg | risultati, media di almeno 3 esperimenti, sstati espressi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs controllo t test di Student.

Effetti sulla migrazione cellulare

La sperimentazione € stata condotta in modo anadoganto sopra descritto per i derivati 4-
aminochinazolinici. 1 composti fenil-pirrolochinalnici sono stati utilizzati a concentrazioni
non citotossiche, ricavate dai risultati del sagdgt’MTT effettuato in seguito ad esposizione
per 4 h (dati non mostrati). Come evidenziato iguFa 27, tutti i composti inibivano la

migrazione delle cellule endoteliali, analogameatguanto determinato per la vinblastina,

eccezion fatta per i derivati 2P-nitro e 7P-met.
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Figura 27. HUVEC migrate attraverso un setto poroso aventedad diametro di 5 um dopo 4 h di incubazione soto
terreno completo (A), con terreno addizionato dblastina (B), di 2P (C) e 7P (D). L’insert & statitato con un montante
acquoso contenente DAPI. Utilizzando un microscapilbiorescenza, sono stati fotografati cinque dgapogni filtro
seguendo uno schema a croce (ingrandimento xIPPEffetti sulla migrazione cellulare.
| risultati, media di 3 esperimenti ed espressiewariazione percentuale dalle colture di controbo trattate (considerate
come 0), sono riportati come media + deviazionadded.

* = p<0.05 vs controllo (colture non trattate)est di Student.
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Morfogenesi su Matrigel

Da un punto di vista quantitativo, la vinblastirkagira 28 e 29), utilizzata a concentrazione
non citotossica, induceva una diminuzione signiiv@a dei parametri sia topologici che
dimensionali. Analoghi risultati si ottenevano egsito a trattamento con i composti 2P, 2P-et,
2P-cpmet, 2P-estere e 7P-et. Il trattamento com&Pprovocava una diminuzione di tutti i
parametri, eccezion fatta per il numero di maghaise. | composti 2P-nitro, 2P-ossimet e 7P
erano quasi inefficaci, diminuendo un solo parametr

In Figura 28 sono riportati alcuni esempi di imnmagelative alle colture in seguito ai vari tipi

di trattamento.

Figura 28. HUVEC coltivate su Matrigel non trattate (A) e tedé per 18 h con vinblastina (B). Le colture saiatesfissate e
per ciascuna di esse sono state acquisite 5 imhsdjim ingrandimento di 50x, seguendo uno scheanace.
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Figura 29. Morfogenesi su Matrigel di HUVEC trattate per 18dm i composti fenil-pirrolochinolinonici a concestione non
citotossica: 2P-ossimet, 2P-et, 2P-estere e 2P4op@iEuM; 2P-nitro 1x10° uM; derivati 2P e 7P 1xIHuM; 7P-met, 7P-et e
vinblastina 1x18 puM.
| risultati, media di 3 esperimenti, sono statirespi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs controllo, t test di Student.

Effetti sulla proliferazione cellulare indotta da FGF-2 esogeno
Il trattamento per 24 ore delle colture con FGR-2ancentrazione pari a 50 ng/ml induceva un
aumento significativo della vitalita cellulare redfo alle colture di controllo (Figura 30). Tutti i
derivati fenil-pirrolochinolinonici hanno antagom&o, a concentrazioni non citotossiche,
I'effetto proliferogeno di FGF-2. In particolare,composti 2P, 2P-et, 7P-met e 7P-et hanno

indotto un effetto confrontabile a quello ottenatm la vinblastina.
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Figura 30. Vitalita di HUVEC trattate per 24 ore con 50 nginFGF-2 da solo o in presenza dei derivati fenil-
pirrolochinolinonici e vinblastina utilizzati a coantrazione non citotossica: 2P-ossimet, 2P-ee28re e 2P-cpmet 0,QM;
2P-nitro 1x1CG uM; derivati 2P e 7P 1xIHuM; 7P-met, 7P-et e vinblastina 1X10M.
| risultati, media di 3 esperimenti, sono statirespi come media + deviazione standard.

° = p<0.05 vs FGF-2; * = p <0.05 vs controllo, $ttdi Student.

Effetti sulla morfogenesi indotta da FGF-2 esogeno
In Figura 31 sono riportate due immagini esemgaifiee della stimolazione della formazione di
strutture simil-capillari da parte della citochinBall'analisi dei parametri topologici e
morfologici, i composti 2P-nitro, 2P-estere e 7Pagonizzavano 'aumento della morfogenesi

indotto da FGF-2, in misura maggiore o paragonabifianto osservato dopo trattamento con
vinblastina (Figura 32). Al contrario, i derivatPssimet, 2P-et, 2p-cpmet e 7P-met si sono
rivelati inefficaci o poco attivii, modificando solalcuni parametri. Una diminuzione

significativa di 3 parametri & stata osservataegugo a trattamento con i composti 2P e 7P-et.
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Figura 31. HUVEC coltivate su Matrigel non trattate (A) e teaét (B) per 18 h con 50 ng/mL di FGF-2. (C) Morfogerse
Matrigel di HUVEC trattate per 18 h con 50 ng/mLF@F-2. | risultati, media di 3 esperimenti, soratistspressi come media
+ deviazione standard.

* = p<0.05 vs controllo t test di Student.
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Figura 32. Morfogenesi su Matrigel di HUVEC trattate per 18 com 50 ng/ml di FGF-2 in associazione con i cortigenil-
pirrolochinolinonici e vinblastina utilizzati a coantrazioni non citotossiche: 2P-ossimet, 2P-eg&Pre e 2P-cpmet 0,QM;
2P-nitro 1x1C uM; derivati 2P e 7P 1xIHuM; 7P-met, 7P-et e vinblastina 1X10M.
| risultati, media di almeno 3 esperimenti, soradigspressi come media * deviazione standard.

* = p<0.05 vs FGF-2, t test di Student.

Valutazionein vivo dell’attivita antiangiogenica
Tutti i derivati fenil-pirrolochinolinonici hannordiagonizzato I'effetto proangiogenico di FGF-

2. In particolare, i composti 2P, 2P-nitro e 2P-eprsi sono rivelati piu efficaci della
vinblastina, in quanto hanno riportato il contendt@moglobina a valori paragonabili a quelli

determinati neplug di controllo (Figura 33).
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mg/mL Emoglobina

Figura 33. Determinazione della concentrazione di emoglopieaente ngilug di Matrigel contenenti 200 ng/mL di FGF-2 e
in presenza o meno dei derivati fenil-pirrolochinohici in concentrazione di 0,QiM. | plug sono stati rimossi a 7 giorni
dall'impianto ed e stata determinata la concenbrazidi emoglobina attraverso un saggio colorimettien I'impiego dekit
Drankin’s Reagentl risultati, media di 3 esperimenti, sono stapressi come media + deviazione standard.
* = p<0.05 vs FGF-2 t test di Student.
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1. DERIVATI 4-AMINOCHINAZOLINICI

In questo lavoro e stata valutata l'attivita cisdiza e antiangiogenica di alcuni derivati 4-
aminochinazolinici, progettati modificando la staré di PD153035 a livello i) della regione
coinvolta nell'interazione con il sito di legamerp&TP presente in EGFR, tramite fusione dei
gruppi metossilici in posizione 6 e 7 con formasodi eterocicli a 5, 6 o 7 atomi, e ii)
dell’anello dell'anilina che interagisce con unada idrofobica dellEGFR, tramite sostituzione
dell’atomo di bromo con gruppi funzionali caratrzati da diversa lipofilia e ingombro sterico.
Dai risultati ottenuti dai saggi di citotossicita sellule A431, sovraesprimenti EGFR, e emerso
che la presenza del gruppo etilendiossi porta aaunmento dell’attivita antiproliferativa: infatti

i valori di ICs relativi ai derivati con ciclo a 6 atomi eranoanbri, eccezion fatta per i
composti alogenati, a quelli del composto di rifeghto PD153035. La maggior attivita puo
essere ascrivibile alla possibile formazione di degami ad idrogeno tra gli ossigeni in
posizione 6 e 7 e il sito catalitico del recettdra. ciclizzazione, infatti, renderebbe rigida la
struttura e costringerebbe l'anello eterociclictiraerno del sito. Al contrario, i 2 gruppi
metossilici di PD153035 sono dotati di una magglirerta di rotazione e, probabilmente, solo
uno di essi si trova all’interno della molecola teica, favorendo quindi un’interazione piu
debole, dovuta alla formazione di un unico legaché@eaogeno. Nei ciclia 5 e 7 atomi, invece,
la conformazione relativa potrebbe essere taleodarendere possibile la formazione di nessun
legame ad idrogeno, come conseguenza di non adedistanze tra gli atomi coinvolti nel
legame.
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Le frecce indicano i punti dove possono formagsmti ad idrogeno. Per la struttura della tasca e¢toriale, se

un metile non sta verso I'interno copre la posdihitli accesso all’ossigeno corrispondente.

| risultati ottenuti hanno inoltre suggerito chesastituenti all’anello dell’anilina possono
modulare [I'attivita antiproliferativa. In particaky I'aumento del carattere lipofilo della
struttura si traduce in una maggiore efficaciaaigpa PD153035, con valori did§&da 5 a 200
volte pill bassi. E stato gia dimostrato che i Titeragiscono con il recettore, non solo a livello
del suo sito catalitico, ma si inseriscono anchaniadiacente tasca lipofila (Roskoski, 2004).
Quindi l'inserimento di gruppi ad elevato ingombsterico (gruppi fenilici) o comunque
caratterizzati da elevata lipofilia (gruppo trifheonetilici), aumentano I'affinita nei confronti
della proteina e potenziano I'attivita citotossica.
Tutti 1 derivati 4-aminochinazolinici esercitavanm effetto pro-apoptotico analogamente a
PD153035 e Vandetanib. E’ stato gia dimostrataned cellulari tumorali che PD153035, in
seguito all'interazione con EGFR, attiva vie di is@lg che si traducono in una diminuzione
dell’espressione di molti geni antiapoptotici: SHRBIRCS5 e BAG1 (Woodwortkt al, 2005).
Il derivato 6-Ph, caratterizzato da un elevato ttara lipofilo, si € rivelato il piu efficace, con
un valore di 1G circa 200 volte inferiore a quello di PD153035.’Wteriore conferma della
maggiore affinita di quest’'ultimo derivato nei cooti del recettore si ha dalle seguenti
evidenze sperimentali:
» |’effetto antiproliferativo indotto dal compostoFh € stato mantenuto anche in seguito
a rimozione della sostanza dal mezzo di colturagstiu garantisce al composto
un’azione prolungata nel tempo, a differenza disquaiti gli altri derivati, per i quali
I'effetto antiproliferativo era reversibile. Tali edvati, quindi, analogamente a
PD153035 (Bogt al, 1997), sono citostatici e le cellule riacquistdmdoro capacita di
crescita e la sensibilita al ligando dopo rimozideé composto. Questo suggerisce che

sia richiesta una continua esposizione all’initatper raggiungere un’efficacia clinica.
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= |l composto 6-Ph, analogamente a PD153035, € stajrado di contrastare la crescita
cellulare indotta da EGF esogeno. Questo effeitat®d evidenziato non solo quando il
composto e stato aggiunto alle colture contemparaeate alla citochina, ma anche
guando le cellule venivano esposte a EGF in seqadtaun pre-trattamento con il
composto.

» Inoltre, il composto 6-Ph é particolarmente attival’inibire il rilascio di VEGF da
parte delle cellule A431. Questi ultimi risultattssamono particolare importanza in
guanto nel microambiente tumorale sono presentiliglli di EGF e VEGF, che
vengono prodotti dalle cellule tumorali stesse rostbondamentali per la progressione
della patologia.

L’introduzione di 2 atomi di alogeno nell’anellold@nilina e stata effettuata in analogia alle
strutture di Vandetanib, inibitore duale di EGFR/EGFR. | saggi di citotossicita su cellule
A431 hanno evidenziato che il composto 6-F,Br presea valori di 1G, paragonabili a quelli

di Vandetanib.

Per la maggior parte dei derivati, compreso PD153@8che se e stata evidenziata una
diminuzione dell'attivita antiproliferativa in celle NIH3T3, non esprimenti EGFR, veniva
comungue mantenuta una certa attivita citotossieggerendo quindi una possibile interazione
con altri recettori tirosin-chinasici. In particoda i composti 6-F,Br, 5-Ph e 7-Ph non sembrano
esercitare un’azione preferenziale su EGFR, in wuawvalori di 1Go erano paragonabili a
quelli calcolati in A431. La mancata o parzialees#®lita nei confronti di EGFR puo avere
risvolti sia negativi che positivi. L’azione suraltecettori tirosin-chinasici, espressi anchealall
cellule sane, potrebbe portare ad effetti colldt@éndesiderati; tuttavia l'interazione con altri
recettori, quali VEGFR, sovra-espressi dalle celltumorali, potrebbe potenziare I'attivita
antitumorale di tali composti, grazie ad un’iniloize dell’angiogenesi.

Sulla base dei risultati ottenuti, la valutazianevitro e in vivo dell’attivita antiangiogenica e
stata limitata ai derivati fenilici e trifluorometi e a quelli con F e Br, progettati,
rispettivamente, in analogia alla struttura di PBA3b e Vandetanib.

| risultati ottenuti sulle HUVEC, che esprimono B&HKSoareset al, 2003), dimostrano
chiaramente che la maggior parte dei composti ptase, seppure in grado diverso, un’attivita
antiangiogenica influenzando le varie fasi del psso che porta alla formazione di nuovi vasi.
Ad alte concentrazioni, infatti, esercitano, nenftonti delle cellule endoteliali, un effetto
antiproliferativo, mentre, a concentrazioni nomigissiche, inibiscono la migrazione cellulare e
la formazione di strutture tubolari. Analogament®@153035, I'effetto antiproliferativo dei

derivati 4-aminochinazolinici sembra dovuto ad um#uzione dell’apoptosi, come dimostrato
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dai risultati ottenuti nel saggio di determinaziatela frammentazione del DNA in mono e
oligonucleosomi.

Tra i composti studiati, quelli caratterizzati dagruppo fenilico in posizione 3’ si sono rivelati

I piu efficaci. Questa maggiore attivita confermipdtesi, precedentemente espressa, che i
sostituenti all'anello dell'anilina possono modaan’affinita nei confronti di EGFR.
Un'ulteriore conferma della maggiore affinita dedridati fenilici nei confronti del recettore
deriva dal mantenimento totale o parziale delltdfeantiproliferativo anche in seguito a
rimozione dei composti dal mezzo di coltura. Quegtantisce anche un’azione prolungata nel
tempo, a differenza di PD153035 e di tutti gliiadierivati, per i quali I'effetto antiproliferativo
era reversibile. Inoltre, all'interno del gruppoi derivati fenilici, il composto 6-Ph, in cui i
metossili erano stati fusi per formare un anelfoadomi, appariva maggiormente attivo dei suoi
analoghi metilen e propilendiossi nell'inibire d& crescita cellulare, sia la morfogenesi su
Matrigel. Questi risultati concordano con quellteotuti nella linea cellulare tumorale A431
sovraesprimente EGFR.

In linea con i rapporti struttura-attivita soprgpesti e in accordo con precedenti evidenze
sperimentali, i composti con il gruppo trifluorontieb in posizione 3’ presentavano un’attivita
antiproliferativa minore del composto di riferimenmentre erano paragonabili a PD153035
per gli effetti sulla morfogenesi e sulla migrazoncellulare. Anche in questo gruppo, il
composto 6-CE con anello a 6 atomi, appariva piu efficace devisanaloghi metilen e
propilendiossi.

Per aumentare gli effetti antiangiogenici, come gi@rdato, sono stati introdotti a livello
dell'anello dell’anilina, 2 atomi di alogeno, inangia alla struttura Vandetanib (ZD6474). Nei
tumori solidi, ipathwaysdi EGFR e VEGF sono collegati, in particolare gaanto riguarda
I'angiogenesi. EGF e TG&-inducono 'espressione di VEGF attraverso 'attieae di EGFR

in modelli di colture cellulari e hanno propriet@angiogeniche. E probabile che la cascata del
segnale derivante da EGFR moduli 'angiogenesawattiso lup-regulationdi VEGF o di altri
mediatori chiave nel processo angiogenico (EIB04). Nei modelli preclinici, il blocco di
EGFR da parte di TKI provoca urdown-regulationdei mediatori proangiogenici, tra cui
VEGF, provocando una riduzione nella densita deiroviasi e della metastasi (Tabernero,
2007). Attraverso il blocco di EGFR, pu0o esseresfimie sensibilizzare le cellule ad una
terapia antiangiogenica, riducendo la loro capadit&opravvivere: ad esempio le cellule
possono incontrare piu difficolta a sopravvivereagsenza di un’adeguata vascolarizzazione e
possono essere quindi piu sensibili ad una teraptangiogenica. Tuttavia, l'inibizione di

EGFR non puo, da sola, bloccare la produzione dsNperché I'espressione di quest’ultimo é
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regolata da molti altri fattori. Inoltre, la somnstrazione prolungata di inibitori di EGFR puo
provocare lo sviluppo di resistenze e una maggmameuzione di VEGF e anch’esso puo
contribuire a rendere le cellule tumorali resisteagli inibitori. Per tali motivi, sono stati
progettati TKI, quali Vandetanib, in grado di imibisia EGFR che VEGFR. La progressione di
forme cancerose resistenti agli inibitori di EGFRiOp essere inibita da Vandetanib,
probabilmente grazie all’effetto inibitorio che gt@ composto esercita sui segnali derivanti da
VEGF (Tabernero, 2007). | derivati 4-aminochinazigli, progettati in analogia a Vandetanib,
inducevano effetti antiproliferativi inferiori a #ambi i composti di riferimento. Rispetto a
Vandetanib, esercitavano effetti di inibizione dathorfogenesi leggermente superiori, ed erano
ad esso paragonabili solamente per quanto riguattigita sulla migrazione cellulare. Anche
guesti risultati sono in linea con quelli precee@eménte ottenuti sulle cellule tumorali e
confermano ulteriormente I'importanza di sostitu@ain polari per migliorare l'interazione con
EGFR e conseguentemente lattivita biologica. lospettiva, sara interessante valutare se
guesti composti effettivamente interagiscano coiG¥R, inibendone la fosforilazione.

Come sopra ricordato, l'attivazione di EGFR indugea sovraespressione di citochine
proangiogeniche, quali VEGF and FGF-2, mentre k& istbizione tramite TKI porta ad una
loro sotto-regolazione traducendosi in un blocchad®rmazione di neovasi all'interno della
massa tumorale (Ellis, 2004). | risultati raccottdicano che [lattivita antiangiogenica dei
derivati fenilici e del composto 7-F,Br, con cicdo7 atomi e alogeni a livello dell’anello
dell'anilina, puo essere dovuta, almeno in patténidizione del rilascio di FGF-2. Non e stato
possibile verificare un simile effetto nella procue di VEGF nelle HUVEC, in quanto tali
cellule presentano un rilascio basale della citezhtalmente basso da non poter apprezzare
eventuali variazioni indotte dai composti studiginaloga sperimentazione effettuata sulle
A431 ha messo in evidenza, invece, che il rilascidEGF veniva diminuito da Vandetanib e
dal composto 6-Ph. E’ importante ricordare, tudaavthe EGFR non rappresenta l'unico
bersaglio cellulare dei derivati 4-aminochinazalire di PD153035. Infatti, gli studi effettuati
sulle linee cellulari sovraesprimenti 0 non esprithéale recettore hanno evidenziato una
possibile molteplicita di azione nei confronti ditriarecettori tirosin-chinasici, che sono
strutturalmente collegati.

E’ noto che nel microambiente tumorale sono présgnaindi quantita di fattori di crescita
proangiogenici, prodotti dalle cellule tumoraliste, che in tal modo, tramite un meccanismo
autocrino-paracrino, sostengono sia la loro pr@dédene sia la formazione di una rete
microvascolare necessaria per la loro sopravvivengaccessivamente per la loro migrazione.

E quindi auspicabile che un agente antitumoralérsgrado di contrastare anche gli effetti di
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stimolazione indotti da queste citochine. Negliezgpenti effettuati con VEGF esogeno, solo i
derivati fenilici e il composto 5-F,Br erano piufieaci di PD153035 nell'inibire 'aumento
nella morfogenesi indotto dalla citochina, mententfetanib era inefficace. Al contrario, tutti i
derivati 4-aminochinazolinici, eccezion fatta peicomposto 7-F,Br e Vandetanib, erano in
grado di annullare 'aumento nella formazione ditstire tubulari su Matrigel indotto da FGF-
2 esogeno, con attivita superiore o paragonaijestia del composto di riferimento.

E’ importante sottolineare che gli effetti d’inibne sulla morfogenesi e sulla migrazione
cellulare osservati sia in presenza che in assein2dEGF e FGF-2 sono stati ottenuti
utilizzando concentrazioni non citotossiche dei posti. Questo fatto potrebbe assumere
particolare importanza in prospettiva di un possibtilizzo dei derivati 4-aminochinazolinici
in campo terapeutico. Infatti, il blocco dell’angenesi raggiungibile a dosaggi non citotossici
potrebbe garantire un’attivita antitumorale, proegli effetti collaterali collegati a un’azione
indiscriminata anche sulle cellule normali.

Infine, la sperimentazionia vivo € stata limitata ai derivati fenilici, che si esagimostrati piu
attivi degli altri composti nei saggi di angiogeneBettuati su HUVEC. Sebbene essi abbiano
parzialmente diminuito, ma non annullato, I'effefimangiogenico di FGF-2, si sono rivelati
piu efficaci del composto di riferimento.

Questo studio ha messo in evidenza che i derivathihochinazolinici posseggono un’attivita
antiangiogenica che si manifesta anche a conceémiazhe non inibiscono la proliferazione
cellulare. In particolare, i composti con un feniteposizione 3’ dell’anello dell’anilina sono
piu efficaci del composto di riferimento PD1530386¢che in presenza di citochine esogene.

In prospettiva, sara importante studiare il mecrani d’azione di tali composti, verificando,
per esempio, la loro interazione con altre tiragimasi e la loro effettiva attivita antitumorale
tramite ulteriori saggiin vitro e in vivo, utilizzando un ampio pannello di linee cellulari

tumorali.

2. DERIVATI FENIL-PIRROLOCHINOLINONICI

Alcuni agenti chemioterapici, gia da tempo utiltzzaella terapia anti-tumorale, presentano
anche attivita antiangiogenica. Tra questi, la Mstina, farmaco ad azione antimitotica,
esercita attivitd antiangiogenica a bassi dosagg, non inducono citotossicita (Distlet al.,
2003). E’ stato osservato, infatti, che, sommiarstio vinblastina in seguitoxanograftdi linee
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cellulari di neuroblastoma e utilizzando dosi parl/10-1/20 della dose massima tollerata, si
otteneva una regressione significativa delemograff una diminuzione della perfusione nel
tumore e un’inibizione diretta dell’angiogenesi (Rbhaug, 2005).

In questo lavoro sono stati studiati 2 gruppi drixaagi fenil-pirrolochinolinonici dotati di
attivita antimitotica, in quanto in grado di intgin@ con i microtubuli a livello del sito di
legame per la colchicina (Ferlet al, 2005). Il primo gruppo era composto da otto roole
con geometria [2,B] sostituite 0 meno all’'atomo di azoto pirrolicogntre il secondo gruppo
comprendeva 3 composti con geometria [B,2en o senza sostituenti all’anello fenilico. II
primo gruppo di sostanze, oltre all’attivita antiotica, inibisce I'enzima aromatasi, il cui
coinvolgimento nelle forme tumorali estrogeno-digemnti € ben noto (Ferliet al, 2005).

| risultati raccolti hanno evidenziato che alcueridati 2-fenilpirrolochinolinonici e tutti i 7-
fenilpirrolochinolinoni, seppure con intensita dise, presentano attivita antiangiogenicaisia
vitro chein vivo e, alcuni di essi, hanno un’attivita paragonahilguella della vinblastina,
utilizzata come sostanza di riferimento.

Dai saggi di valutazione della vitalita cellulaBeemerso che i due derivati non sostituti, 2P e
7P, hanno presentato un’attivita simile a quelléadenblastina. In particolare, tra i derivati 2-
fenilpirrolochinolinonici, tutti i composti sostitti in posizione 7 a livello dell’anello pirrolico
(2P-et, 2P-cpmet, 2P-estere), e quelli con il goupyetossilico o il nitro gruppo in posizione 2
a livello dell'anello fenolico (2P-ossimet e 2Projt presentavano g nell’ordine delle
micromoli. Tuttavia, essi possedevano un’attivitéfeiiore a quella determinata per la
vinblastina, in quanto i valori relativi di kgerano di circa da 10 a 100 volte superiori a quell
calcolati per la sostanza di riferimento. L'inseemio di un gruppo metilico (2P-met), non
polare, nellanello pirrolico ha ulteriormente dimito I'attivita antiproliferativa. Analogo
effetto e stato provocato dall’inserimento di ungpo amminico, polare ed elettron-donatore,
nell'anello fenilico (2P-amino). Confermando indi@ani sui rapporti struttura-attivita gia
presenti in letteratura (Ferliat al, 2005), la presenza di un gruppo etilico o nuilin
posizione 3 del composto 7P determina una dimimezidi circa 100 volte dei valori di ig
rispetto a quello relativo al derivato non sostdusull'anello pirrolico. Probabilmente,
l'inserimento di gruppi non polari aumenta la caggadel composto di interagire con le regioni
lipofile adiacenti ai siti attivi della tubulinapn conseguente aumento dell’attivita antimitotica.
L’attivita citotossica dei derivati fenil-pirroloa@molinonici e della vinblastina & imputabile ad
un effetto pro-apoptotico. Infatti, la percentuale cellule TUNEL-positive presenti nelle
colture trattate, era significativamente maggidrguella determinata nelle colture di controllo.

Questo risultato si accorda con l'osservazione gthagenti che interferiscono con il sistema
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dei microtubuli promuovono l'apoptosi nelle celluteamorali (Ribatti et al, 2004). La
distruzione della struttura dei microtubuli si tnad nell'induzione del gene p-53 e
nell’attivazione/inattivazione di numerose prot@iinasi, quali Ras/Raf, PKC/PKA e MAP
chinasi. Queste protein chinasi sono associateodondiretto o indiretto con la fosforilazione
di bcl-2 e 'aumento di p-53 e p-21 porta all'apopt(Wanget al, 1999).

E’ importante sottolineare che per quanto rigu&Beet, 7P-met e 7P-et, sebbene questi ultimi
due si siano rivelati i composti piu attivi nellfire la proliferazione cellulare, la differenza tr
dosi tossiche e non tossiche e ridotta (tra 10GVvilte) rispetto a quanto determinato per le
altre molecole studiate, compresa la vinblastinaesfp taglio molto stretto tra le due
concentrazioni non rappresenta una caratterisos#iya, in quanto occorre ricordare cime
Vivo queste sostanze possono agire non solo sull’dialdes vasi tumorali, ma anche su quello
della rete vascolare normale, portando cosi adtieffellaterali non desiderati. Per questo
motivo nella sperimentazione successiva e statgatal I'attivita antiangiogenica dei composti
a concentrazione che non modificava la vitalitdutede nei saggi con MTT.

| derivati testati a concentrazioni non citotossi¢tanno ridotto la migrazione delle HUVEC e
la formazione di strutture tubolari su Matrigelpe$to a quanto osservato nelle colture non
trattate, inducendo una diminuzione significatiea jparametri sia topologici che dimensionali.
In particolare, i derivati 2-fenilpirrolochinolinar sostituiti in posizione 7 a livello dell'anello
pirrolico (2P-et, 2P-cpmet e 2P-estere), hanno ratwstin’attivita paragonabile o superiore alla
vinblastina, mentre il composto non sostituito 2P derivati 2P-nitro e 2P-ossimet si sono
rivelati meno attivi del composto di riferimentoppare evidente che, contrariamente a quanto
emerso con i saggi di vitalita cellulare, la sogilibne in posizione 7 a livello dell'anello
pirrolico aumenta I'attivita di inibizione della da differenziativa del processo angiogenico,
nella quale la fase proliferativa finisce e le Efninciano ad organizzarsi in abbozzi capillari.
Per quanto riguarda i derivati 7P-met e 7P-et, bamostrato un’attivita paragonabile alla
vinblastina, mentre il derivato non sostituito, &?,é rivelato inefficace. Questo risultato
conferma l'importanza di sostituenti non polari dég allazoto dell’anello pirrolico.
Probabilmente I'effetto inibitore sull’'organizzami® delle HUVEC in strutture a maglie chiuse
e sulla loro migrazione € sempre conseguenza dafe dei composti ai microtubuli. Questi
ultimi, infatti, sono coinvolti non solo nella foamione del fuso mitotico durante la divisione
cellulare, ma svolgono anche una funzione di suppoeccanico per la cellula e partecipano ai
movimenti cellulari. E' quindi verosimile che gliffetti osservati possano essere attribuiti
all'interazione delle molecole con il contingentdbile” dei microtubuli associato alle ultime

due funzioni sopra citate. Non sono da escludemuaque, meccanismi alternativi, come per
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esempio un effetto antagonista sull’azione di fagpooangiogenici prodotti dalle stesse cellule
endoteliali.

Per questo motivo, in una fase successiva € stdtiato se i composti in esame fossero in
grado di inibirein vitro ein vivo gli effetti proangiogenici indotti da FGF-2. | visati ottenuti
evidenziano come i derivati fenil-pirrolochinolinon analogamente alla vinblastina, siano in
grado di antagonizzare gli effetti induttivi di F&F-

Anche in questa fase della sperimentazione sonie stilizzate concentrazioni che non
modificavano la vitalita cellulare. Per quanto agda la vitalita cellulare, tutti i derivati fenil-
pirrolochinolinonici hanno contrastato I'effettogtiferogeno dellFGF-2, dimostrando attivita
analoga alla vinblastina, in particolar modo peargo riguarda i composti 2P, 2P-et, 7P-met e
7P-et. Nei saggi di morfogenesi, invece, 2P, 2RynieP-estere, 7P e 7P-et, assieme alla
vinblastina, si sono rivelati i composti maggiorresattivi.

Nei saggiin vivo, tutti i derivati fenil-pirrolochinolinonici testahanno diminuito in modo
significativo la formazione di vasi indotta da F@Feiplug di Matrigel. In particolare, 2P, 2P-
nitro e 2P-cpmet hanno riportato il contenuto dioglabina neiplug a valori uguali a quelli
misurati negli animali di controllo, esercitanddarione maggiore a quella della vinblastina.

| risultati ottenuti dimostrano quindi chiaramentde, indipendentemente dall'attivita
citotossica, i derivati fenil-pirrolochinolinonisiono in grado di antagonizzare in modo efficace
gli effetti stimolatori del’lFGF-2 sulle cellule doteliali in vitro e in vivo. In questa serie di
esperimenti non € stato possibile confermare i gdpptruttura azione, che erano stati
evidenziati nella fase precedente in cui le HUVEEDivano incubate solamente con i derivati
antimitotici. Questo suggerisce che alla base idd@dizione degli effetti induttivi di FGF-2 ci
sia un meccanismo diverso dall'interazione condrotubuli e ancora da stabilire. Al momento
attuale si puo ipotizzare che i composti studiaggano esercitare i) un effetto inibitorio sulla
produzione di FGF-2 da parte delle cellule endaligli) un effetto antagonista sul recettore

dellFGF-2; o iii) interferiscano sulla vie di seae attivate da FGF-2.
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