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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

| ntroduzione



Lo sviluppo delle conoscenze del ruolo dei neusnhettitori e dei neuromodulatori
nei diversi sistemi recettoriali € uno degli stinwincipali dello studio sulla progettazione
di farmaci per curare malattie neurodegenerativeh® comunque riguardino il S.N.C.,
sfruttando la possibilita che I'attivazione dei datti sistemi recettoriali porti ad un effetto
neuroprotettivo, ritardando, di conseguenza, I'igece della patologia.

L’interesse per i recetto e la ricerca di ligandi sempre piu potenti e $eiehasce
proprio da questo contesto; la convinzione, infatiche essi rappresentino una nuova
frontiera di un possibile trattamento farmacologien disordini sia affettivi che motori, dei

deficit del S.N.C. e nella diagnosi e cura di aldim di tumori.

Nonostante l'identificazione dei recettericome siti di legame singolare nel cervello
e negli organi periferici sia stata appurata gieseda fine degli anni settanta, molteplici
aspetti e meccanismi sono ancora da chiarire faficaper quanto riguarda il sottotipo
recettorialio, visto la scarsa conoscenza di ligandi selettivi.
Le prime ipotesi avanzate classificavano erronedéenerecettoric come un sottotipo di
recettori oppiodi tenendo in considerazione glieif psicotomimetici di vari ligandi
oppiodi, come la N-alliinormetazocina (SKF 10,04T)e di altri benzomorfani racemici

correlatf!.
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Grazie alla risoluzione degli enantiomeri si riuseccessivamente ad evidenziare che
gli isomeri (-) dimostravano un’alta affinita pdrrecettore oppiode a differenza degli
isomeri (+) i quali avevano una modesta affinita psiti oppiodi ma una significativa
affinita per i siti di interazione della fenciclith (PCPR e per siti che non rispondevano ad
antagonisti oppiodi come il naloxone o il naltregartali molecole, infatti, non bloccavano

né in vivo né in vitro gli effetti comportamentaliodotti da (+)-NANML.

Successivamente emerse lipotesi di identificareedettori c come il sito di
interazione della fenciclidina nel canale del resmret NMDA (N-metil-D-aspartato) che ha
come agonista endogeno il glutamnfat(Figura 1 e 2)

Tale possibilitd venne smentita in quanto il legated’isotopo triziato del fenciclidina

risultava ridotto in presenza di certi cationi fatienza di quello corH]-(+)-NANM.
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Figura 1. Il recettore NMDA del glutammato & associato a aazmale ionico. E' un canale ligando

dipendente che, quando & aperto, consente %l e&Cal N4 di fluire allinterno della cellula e al Kdi
fuoriuscire. Viene bloccato dagli ioni magnesio can meccanismo voltaggio-dipendente mentre la

fenciclidina (PCPP € un suo antagonista specifico e produce un’imbi voltaggio-indipendente

poliammina iy T—Mgz‘

Canale dell'NMDA
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Figura 2. A. Canale del recettore NMDA&. Parzialmente aperto. C. totalmente aperto



Ogai risulta chiaro che i sitt sono indipendenti e distinti dai siti di legameyldeppiodi e
della PCP.

Attraverso la caratterizzazione farmacologica, istritbuzione anatomica ed i differenti
pesi molecolari sono stati identificati almeno dottotipi di siti di legame sigma; ec 2
234 ed & stato proposto il sottotipa;  sensibile all’azione di derivati
fenilamminotetralinici (PATsY' .

La localizzazione cellulare ed anatomica dei recett non si riferisce esclusivamente al
S.N.C. 8 ma anche a tessuti periferici come i vasi sanguighiandole surrenali,

testicoli, ovaie e sistema immunitafb

Classificazione dei recettori o

In base alla collocazione dei recetternelle diverse aree della corteccia celebrale
(Figura 3) e la loro significativa concentrazione nelle viesamlanbiche si ipotizza un
ruolo di tali siti di legame nella regolazione dicuni comportamenti dell'uomo e
nell’animale da esperimento ed una loro disfunziorgcune patologie psichiatricHg.

Siti o, infatti, sono stati identificati in regioni limthe correlate all’eziologia e alla terapia

della schizofreni& 8%



Figura 3. In questa immagine sono evidenziati i diversi livei densita recettoriale nelle differenti aree
della corteccia cerebrale: alti nei lobi frontaleceipitale, medi nei lobi parietale e temporaleassi a livello
del ponte e del midollo allungato. La piu alta siegnsi trova in corrispondenza della corteccizlelare.

| recettorio; sono concentrati inoltre nel sistema limbico intigatar modo nell'ippocampo e nello strato
granulare del giro dentato; si trovano nelle areeeriori del cervello compreso il setto, il nucleo
paraventricolare dell'ipotalamo e il nucleo talamianterodorsale e ancora in diverse regioni deletler
medio e posteriore come il rafe dorsalesldbstantia nigrae il locus coeruleusionché nel cervelletto. |
recettorio, si trovano maggiormente concentrati in aree deletl® coinvolte nel controllo della postura e

del movimento.

Numerose evidenze danno credito all'ipotesi chedettori c abbiano un ruolo
neuromodulatorio nel SNC e siano coinvolti in vagatologie come lansia, la
schizofrenia, la depressione o la neurotossiciisedio delle cellule gliali. Inoltre sitio-
recettoriali sono stati correlati all’eziologiamdiglattie psichiatriche e motorfe!.

Tale teoria € avvalorata da molteplici prove faralagiche, alcuni ligands-recettoriali
hanno potenziale attivita antipsicotica e numerosurolettici quali flufenazina,
triflufenazina e aloperidolo producono effetti netiossici a livello delle cellule gliali
(come variazioni morfologiche, citostasi e mortdlutare) ' ed allo stesso tempo
dimostrano una significativa affinita di legames@r sitic.

E’ stata inoltre dimostrata la correlazione tratitd degli effetti tossici sul SNC da parte di
alcuni composti ad attivita antipsicotica e la laftinita c-recettoriale.

Neurolettici senza affinita ed altri ligandi di siti centrali nos, infatti, non producono

alcun genere di risposte neurotossiche.



Numerosi neurolettici classici con notevole atéviintipsicotica hanno elevata

affinita per i recettorsc ma alcuni di essi come BMY-14& rimcazolo4, remoxipride5

dimostrano una bassa affinita-Eecettoriald*>*®!
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Un ulteriore esempio viene fornito dal composto rokattico aloperidolo6. Studi
post-mortem hanno rilevato una riduzione signifiGati recettoric celebrali in individui
schizofrenici. Molti di questi soggetti erano statittati cronicamente con aloperidolo,
ligandoo e neurolettico quindi non si pud con certezza dimaoe che la riduzione dei siti
o sia alla base dell'eziologia della malattia in giwaquesto evento puod essere il risultato di

una down-regolation recettoriale mediata dall’alajp®o stesso.

Cl O
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Cio che comunque e emerso e che I'aloperidolo &ttesizzato da un’elevata affinita verso
I Siti o maggiore rispetto a quella verso la componenteebettoriale ed i recettor
comprendono almeno la meta dei siti di legame a@elperidolo suggerendo in maniera
aggiuntiva che i recettoré possono avere un ruolo peculiare nell’eziologianadla

conseguente terapia di alcune psi¢85i



Inibendo il legame della NANM con una Ki di 4 nf#!, cioé con una potenza dieci volte
maggiore rispetto a quella esibita nei confrontirdeettori D dopaminergici, I'aloperidolo
porta a definire i sit come “aloperidolo-sensibili e naloxone insensibili

L’aloperidolo, inoltre, assieme ad altri ligansglicome la (+)-3-(3-idrossifenil)-N-(1-
propil)piperidina7 antagonizzano I'effetto di alcuni agonistad alta affinita come la 1,3-
di(2-tolil)guanidina (DTG)8 e (+)-pentazocin® che producono un potenziamento dose-
dipendente del “firing” dei neuroni piramidali indo da NMDA 8% dimostrato dal fatto
che il “firing” era stimolato, appunto, dalla sommisitrazione locale di DT@ e (+)-

NANM 1129,

OH
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| recettoric potrebbero anche avere un possibile ruolo in pgtel neuromotorie
quali la distonia e la discinesf!, nel cervello, infatti, sono state identificateamad alta
densita di recettod associate al controllo del movimento anche deicoliigacciali®*.
Vari (+)-benzomorfani che legano recettori nelagitoducono distonia. Questi effetti sono
correlati con I'affinita di legame per i siti[°H]-DTG marcati®?.
Inoltre, la somministrazione di DTG e (+)-pentanagipotenti agonists, nei ratti produce
un significativo aumento dei livelli extracellulatriatali di dopamina.
| recettoric, in base ad altri studi effettudf’’, avrebbero una parte importante nella
mediazione degli effetti collaterali extrapiramidéjuelli similparkinsoniani)prodotti da
quei neurolettici che hanno affinita per sitDTG-marcati uguale o maggiore rispetto a

quella per recettori ) come ad esempio l'aloperidolo.

Sottotipo recettoriale a4

Nonostante attualmente si abbiano informazionittstrali dettagliate solo per |l
sottotipo recettoriale; si possono chiaramente distinguere ulteriori clessettoriali non
solo in base allo loro attivita ma anche attravedso differenti caratteristiche
farmacologiche e per il loro diverso peso molea@lar
A livello di SNC, gli esperimenti condotti dal grp di Mc Canf* hanno indicato una
rilevante presenza dfHi]-(+)-NANM nella frazione microsomiale del ceneldi ratto.
Ulteriori studi dimostrano che € proprio nella foae microsomiale si ha la piu alta
distribuzione di sits, siac; ches,;, mentre nella frazione mitocondriale la concentiae
deio; € almeno doppia rispetto a quella dgi

La proteinac;-recettoriale € stata purificata e clonata da nosespecie animali e
dall'uomd®>?® (Figura 4). Ha una distribuzione specifica nel SNC ed ha seguenza
amminoacidica composta da 223 amminoacidi per sn p®lecolare di 25 KDa.

Recenti studi hanno chiarito che la proteina codstadomini transmembrana collegati da
un lungo loop extracellulare.
Non presenta alcuna omologia strutturale con regedssociati ad altri neurotrasmettitori

umani ma mostra un omologia di sequenza cofg4m; isomerasi fungin&”.
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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

Il gene che la codifica e localizzato sul cromosdéhmulla banda pl13, regione che sembra

essere associata con diversi disordini di natuihiagrica.

Extvaralhilare

Twirvae elludae

Figura 4. Modello strutturale per il recettom. Il gene per il recettore; & localizzato sul cromosoma 9
sulla banda p13, regione nota per essere assaoiatdisordini psichiatrici, ed € lungo ca.7 Kbp.prateina
e costituita in tutto da 223 amminoacidi, corrispente a 25.3 KDa. Da studi recenti sembra essetéut@
da due domini transmembrana risultanti in un legpacellulare di circa 50 amminoacidi e in unaussga
C-terminale intracellulare di circa 125 amminoacidiaccordo con questo modello, la sequenza Nitedm
€ molto corta e sempre localizzata nella porziarteacellulare. La sequenza amminoacidica non gpornide

a quella dei recettori accoppiati alle proteine Gtemette in dubbio I'ipotesi che i recettariappartengano a
3esta classé’.
| due residui di lisina nel recetto del porcellino d’India. Nel recettore; di ratto il residuo 60 e

arginina, per cui gli unici gruppi aminici primasono il gruppo aminico della lisina ed il gruppoiaico

terminale
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Il recettorec; dimostra un’elevata affinita per gli isomeri degirodei derivati della
cis-normetazocinalO, (+)-pentazocina9 e (+)-N-alliinormetazocina (SKF 10,047),

mentre ha molto scarsa affinita verso i rispetivantiomeri (-).

10

| (+)-benzomorfani come la (+)-pentazoci®d@ la (+)-NANM 1 hanno un’alta affinita per
il sottotipooy (Ki = 10° M) ma solo un debole affinita (Ki = foM) per il sottotipoo; ,
mentre gli isomeri levogiri (-) hanno una seletfvper i sitic, ma bassa affinita per
entrambi.
Si puod supporre un coinvolgimento dei recetéarin funzioni neuroendocrine, come

la sintesi ed il metabolismo di steroidi neuroattivsta I'alta densita di sité a livello di
SNC e nei tessuti coinvolti nella produzione diitdi neuroattivit®®.
Un approfondimento di questa teoria ha confermafpaltecipazione dei recettefi nella
biosintesi degli steroli ed un’inibizione da padieun antagonista porterebbe, quindi, a
delle modificazioni nella composizione lipidica ldelnembrane celebrali con conseguente
alterazione dell'eccitabilitd neuronafé.
Sono state descritte numerosi possibili funziasiofogiche mediate dai recetteri, quali :

* Modulazione della sintesi e del rilascio dei netarsmnettitori acetilcolina e

dopamind®®3*

« Effetti neuromodulatori su sistemi glutamminergictipo NMDA 2% e su sistemi

oppiodi®?;
« Attenuazione dell’effetto indotto da cocaifid;

+ [Effetti antiamnesiaci.
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Attualmente il meccanismo molecolare coinvolto iresti effetti non é stato ancora
chiarito in maniera esauriente. Uno studio recgmigzza che un possibile modo d’azione
potrebbe essere la modulazione del livello d¥*Cda parte del complesso recettore-
ankirina-1,4,5-trifosfaté**.

Inoltre sulla base delle loro funzioni neuroregatat™® e neuroprotettivé®™® agonistic,
hanno un potenziale impiego per il trattamentoisioilini psichiatrici, del’'amnesia e delle
difficolta di apprendimentt™.

Possono anche essere coinvolti in un possibiléatrento della depressione avendo un
ruolo determinante per l'effetto di numerosi anpidessivi che dimostrano un’elevata

affinita per i sitios.

Sottotipo recettoriale o»

Il recettorec, non & ancora ben caratterizzato rispetta,aln quanto non e stata
ancora clonata la proteina corrispondente ed mottanca un numero sufficientemente
elevato di molecole selettive ad alta affinita thdefinirebbero in maniera piu completa.
La sequenza amminoacidica €, quindi, ancora igrsditapnosce pero il peso molecolare
che e di 18-21 KDa. Presenta una bassa affinitdapgr)-N-alliinormetazocind e per la
(+)-pentazocing® mentre dimostra una buona affinita nei confrontindurolettici tipici
come l'aloperidold e per la DTG.

Per quanto riguarda la loro distribuzione anatomicacettoric, sono distribuiti nel SNC
con una concentrazione maggiore rispetto al sptieti ed inoltre sono situati in zone del
SNC strettamente coinvolte nel controllo motorimoltre i tipici effetti collaterali
extrapiramidali indotti da numerosi farmaci neuttdde che, come ad esempio I'aloperidolo
6, dimostrano una certa affinita per i siti portano all’evidenza che i recettary} sono
coinvolti nel controllo motorio e, quindi, nel ttamento di possibili patologie correlate ad
esso.

E stato, infatti, dimostrato che antagonistilimitano gli effetti motori extrapiramidali

indotti dai tipici agenti antipsicoticf® ed attenuano le convulsioni causate da cocaina
[38,39]
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| ligandi ¢ nel trattamento dei tumori

L’elevata espressione dei recettogiin differenti linee cellulari di tumori del senoeid
polmoni, della prostata e di melanomi ha suggentamportante ruolo di questi siti nella
proliferazione tumorale e nella vita cellul&t8.

Inoltre, si e dimostrata la funzione regolatori@ ¢hecettorio, esibiscono nei confronti del
controllo della concentrazione intracellulare di*Ca nonostante lo scarso numero a
disposizione di ligandi selettivi ad alta affinitépfatti, € risultato evidente il loro
coinvolgimento nel rilascio di G& dal reticolo endoplasmatico e dalla membrana
mitocondrialé**.

Come conseguenza di cio si ipotizza il possibidgiae tra I'attivazione dei recetteri e la
morte cellulare programmata (apoptdsi)

In particolare, e stato dimostrato che il trattatbecronico con agonists; su varie linee
cellulari produce modificazioni morfologiche e apog la quale si realizza in maniera
indipendente rispetto all'attivazione di caspasiasriute™**?. In realta si & provato che
gli agonistic, promuovono la deplezione del €dai depositi intracellulari con successiva
morte cellulare causata da apoptosi caspasi-indgrgs; infatti, utilizzando degli inibitori
delle caspasi attualmente note, la risposta agopatatdotta dal legame tra recettot e
suoi ligandi agonisti é risultata invariata nelidnsita. Probabilmente interviene un
meccanismo nel quale viene coinvolto la p-53 e mome avviene in altri meccanismi
caspasi-indipendente, tramite I'implicazione di miadiretti al DNA o attraverso stimoli

antineoplastici o apoptotici di diversa nattifa (figura 5)
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Caspasi dipendente

— Citocromo.c

L
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|
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t

Morte cellulare

Figura 5. Schema della via mitocondriale dell'apoptosi : inig8id e Bcl-2 sono dei “modulatori”
dell'apoptosi attivati da stimoli recettoriali premienti dalla membrana cellulare. Il primo € unrage
proapoptotico che a sua volta rende operanti diltei geniBax e Bak promotori del fenomeno apoptotico; il
secondo invece & un’antiapoptotico che blocca B#8ak. Una volta attivati, Bax e Bak provocano una
modificazione del potenziale della membrana mitdc@ate e la conseguente apertura di canali che
permettono la fuoriuscita di altre molecole apapt@ come ilcitocromo ce Apaf-1che € un “adattatore”
cioé un’ATPasi che si lega, tramiti dei domini paotari, allacaspasi-9che a sua volta attiva Easpasi-3
vero e proprio “effettoretiella via dell'apoptosi caspasi dipendente. Fuodae dal mitocondrio anche altre
molecole comé&mag un attivatore di caspasi mitocondriagg€)mi una serin-proteasi che blocca I'inibitore di
caspasiAP e che quindi favoriscono I'apoptosi caspasi dipeed. La via caspasi indipendente prevede,
invece, che gli “effettori” siano altri tipi di metole rilasciate dal mitocondrio : le endonucléasioGe AlF

che promuovono la degradazione del DNA e i radidileri dell'ossigeno (iROS che provocano

I'ossidazione dei fosfolipidi.

E stato oltre pitl dimostrato che le modificaziondrinlogiche e I'apoptosi indotte
dall’'esposizione cronica di diverse linee cellulaaigli agonisti o, Si realizza
indipendentemente dallo stato del tumdré?,

Inoltre, I'attivazione di recettori, in cellule di neuroblastoma umano SK-N-SH determina
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un aumento della concentrazione di calcio citosali€&];) indipendente dall'inositolo-3-
fosfato (IR) grazie ad un rapido e transitorio rilascio dadeposito tapsigargina-sensibile
nel reticolo endoplasmatid®”. Successivamente segue un rilascio pill lento tersat® da
un deposito tapsigargina-insensibile dai mitoconmyn conseguente attivazione della
cascata dei fenomeni apoptotici. In questa marsera spiegato il coinvolgimento dei
recettorio, nella regolazione della crescita e della proléevae cellulare.

L’apoptosi puo essere indotta in cellule tumonantite la regolazione delle vie sintetiche
dei fosfolipidi**.

Gli sfingolipidi, infatti, hanno un ruolo molto ingptante nella proliferazione cellulare. La
ceramide, ad esempio, puo provocare sia aumenta palliferazione che arresto della
crescita ed inoltre puo indurre apoptosi a secodelatipo di cellula e delle vie di
traduzione del segnale attivatd.

Oltre a cio, basi sfingoidi come sfingosina-1-fasfa sfingosilfosforilcolina hanno effetti
sulla ([C&";) sia IR-dipendente che ¥Findipendente. La ceramide si pud formare tramite
diverse vie biosintetiche dalla sintesi “de novt¥idrolisi da parte di sfingomielinasi della
sfingomielina.

Un recente studio di Crawford e Coll., basato saffetti che i recettors hanno sui livelli

di ceramide e sfingomielina in cellule di tumoresaho, ha dimostrato che il composto CB-
184 11 (agonistac, selettivo e potente induttore di apoptosi) pradua significativo
aumento dose-dipendente dei livelli dH]-ceramide accompagnato da una concomitante

diminuzione della concentrazione &H]-sfingomielinal*/.

CHj

HO

Cl
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I composto AC927 (N-fenetilpiperidina ossalato)p @ntagonistac che attenua la
citotossicita e 'aumento della ([€%) indotti dagli agonisti, recettoriali, invece, elimina
in parte 'aumento di®H]-ceramide indotto da CB-184 ed abolisce completzm |a
diminuzione dellisotopo triziato della sfingomied.

Numerosi altri induttori di apoptosi provocano unregento dei livelli di ceramide che
ha come target preferenziale la proteina CAPP asmdosfatasi ceramide attivatd.

L’acido okadaiko € un inibitore della CAPP e blgcoelle cellule tumorali oggetto
dello studio, completamente la citotossicita inaalall’agonismos, ribadendo come la
ceramide e la conseguente attivazione della CARBqgmm essere coinvolte nel processo
apoptoticoo-mediato. | risultati suggeriscono che i recettgrpossono utilizzare prodotti
di sfingolipidi per influenzare segnali del calcfroliferazione e sopravvivenza cellulare.
Sono in corso di studio gli enzimi regolati da téme o, e la sorgente di ceramide.

Si e inoltre provata l'iperespressione di recettgia livello cellulare, ad esempio nel
caso del tumore alla prostata raggiungendo valotiarelevati (1.0-1.5 milioni di recettori
per cellula). Oltre al loro potenziale impiego commvi potenziali farmaci antineoplastici,
ligandi 6, altamente specifici e selettivi, possono quindiees utilizzabili come “tracers”
per la visualizzazioniin vivo di recettori o,, come biomarkers della proliferazione

tumoralé'® e per la “imaging tumur diagnosis” con scintigeaPECT*"*® e analisi PET
[49]
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Ligando endogeno del recettori o4

Nonostante negli ultimi anni si siano fatti notevymiogressi nello studio dei recettor
la scoperta di un loro ligando endogeno risalersetge a qualche meselfd. In particolare,
in seguito a studi biochimici fisiologici e compamientali € emerso che il possibile ligando
endogeno dei recettos; € la N,N-dimetiltriptamina (DMT)L2, un’indolilalchilammina di

origine naturale caratterizzata dai sui forti effaiucinogeni®”.

| A\
H
12

La DMT e un composto che veniva utilizzato perub spotere allucinogeno gia nei
tempi antichi dagli sciamani del Sud America neoldtuali. Questo composto e prodotto nei
roditori a livello del sistema nervoso centrale,ntne nei mammiferi essa viene prodotta da
alcuni enzimi presenti nei polmo[ﬁ?]. Nonostante non siano ancora stati effettuatii cegdli
conclusivi sulla concentrazione di DMT endogenaasa del suo rapido metabolismo, molte
prove sostengono l'ipotesi che la DMT sia localreesgquestrata nelle vescicole di deposito
celebrale di altri neurotrasmettitori. Inoltre,tate accertato che la concentrazione di DMT nel
cervello di ratto aumenti sotto forti stress contaorentali®”.

Una decina di anni fa & stata scoperta una famijliacettori eterodimerici accoppiati a
proteine G (GPCRs) noti come TARs (trace amineptees) cioe recettori per le amine
elusive, delle quali fanno parte molecole cometriptamina e la tiramina, molecole
strutturalmente molto simili alla DMT e che poss@were dei target di binding comuni. Per
questo motivo si e voluto analizzare I'affinitacgiiesti composti nei confronti dei recetteri

Dal modello farmacoforico di Glenndf>®, infatti, i ligandic hanno in comune un
atomo di azoto basico e dei centri idrofobici sapada uno spaziatore alchilico. Le

indolilalchilammine ed altre ammine endogene hamma struttura chimica in grado di
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mappare adeguatamente questo modello. Sulla basesdiati ottenuti dai dei saggi di
competizione contro i radioligandi (PTZ per ic; € DTG per icy), € emerso che tra tutti i
derivati amminici testati solo la N,N-dimetilriptama possiede un’alta affinita per i recettori
o1 (Kq=14.75uM), una buona selettivita nei confronti del softots, ed induca in altri test
biologici e comportamentali un potenziamento deffétti o dipendentf®®.

In attesa di ulteriori verifiche, comunque, la sedp della DMT come possibile ligando
endogeno risulta essere di indubbio interesse periderca di nuove ed importanti
informazioni sul ruolo biologico dei recettasi il quale non & stato ancora completamente

chiarito soprattutto dal punto di vista dei mecsarid’azione.
Inoltre, lo scaffold indolilalchilamminico della N;:dimetiltriptamina potra essere

sfruttato nella progettazione e nella successintesi di nuovi ligandic sempre piu attivi e

selettivi.

Modelli farmacoforici
| primi modelli farmacoforici proposti per i ligahd; sono quelli di Glennof*>?

(Figura 6) e di Gund®¥ (Figura 7).

Sito donatore di protoni
nding ottimale (7-9 A)

8
o)
g
N
:
8
B
g
o
g

Sito idrofobico
primario

Regione che tollera
solo piccoli gruppi

Sito secondario
di legame (tollera
gruppi voluminosi)
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Figura 6. Modello 5;-farmacoforico di Glennon: rappresentazione grafielle caratteristiche proposte per
i ligandi o;. Glennon e Coll® hanno messo in evidenza correlazioni strutturaitittin una serie di ligandi
0, fenilalchilaminici N-sostituitil 3. In questo modello la catena pentilicaorrispondente ad una distanza di
8.3 A tra il centro del raggruppamento aromaticoil@gtuppo amminico, appare ottimale. La preseneh d
fenile-B & importante per I'affinita di legame. dontrasto, la distanzatra il gruppo amminico ed il fenile A
non appare importante per I'affinita. Inoltre, seebhe la catena alchiliganon sia un semplice spaziatore
ma interagisca attivamente nel legame con il recettil modello propone, infine, I'esistenza di uegione
secondaria di legame, di natura idrofobica e captdelleranza sterica, ad una distanza di 3.9 Asita
amminico che consente l'adattamento ottimale delitenay ed €& in grado di tollerare caratteristiche

strutturali varie e catene di diversa lunghezza.

13
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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

7

Figura 7. Rappresentazione schematica del modello di Gurmdotlello & stato sviluppato ottimizzando, in
base ai livelli minimi di energia, la strutturaalcune molecole particolarmente affini e selettiee confronti

del sitoo;. In base ai dati conformazionali e le propriegttedstatiche di ciascun ligando, sono emerse delle
somiglianze strutturali tali da permettere di indiare alcune parti chiave nella struttura molemolaer
I'interazione con il recettore;.

Come per Glennon, si € data particolare importafizapresenza di un atomo di azoto basico chejeedz
lone pair, ha la possibilita di effettuare dei legadrogeno con il recettore ¢R Inoltre sono stati individuati
altri 3 punti chiave nella struttura di un possbiigandoo;: R; ed R rappresentano una zona idrofobica
costituita da un anello fenilico indispensabile péegames; e che, assieme all’'atomo di azoto costituiscono
il gruppo farmacoforo primario; il centroide (ingfira rappresentato da C_CENTER) non é strettamente
indispensabile ai fini del legame ma & stato sqatioevidenziare con maggiore facilita distanzeuegoli di
torsione. In aggiunta a cid, € emersa un’altra ipaez della molecola che influenzerebbe il legameanea
elettronegativa rappresentata da un atomo di assige zolfo (raffigurata in rosso) posta tra la zona

idrofobica e I'atomo di azoto e che costituiscgitib secondario di legame.

hY

Recentemente, inoltre, & stato proposto un ulerimodello farmacoforico per i
recettoric; da Laggner™ (Figura 8), sviluppato utilizzando una serie di composti di
diversa natura chimica e funzione farmacologica duotati di affinita nei confronti del
recettorec;. Il modello ottenuto risulta abbastanza semplio@, in accordo con quelli

precedentemente illustrati, ed evidenzia le pro@sérutturali basilari al fine del legame
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(6.34)

(3.6 4 ©8A)

Figura 8. Modello farmacoforico per i recettosi di Laggner: rappresentazione grafica delle caiatiene

proposte per i ligandi;. Le sfere azzurreappresentano delle features idrofobiche, menie#larossandica

un atomo positivo ionizzabile, cioé un atomo ditazuasico. Le distanze tra le varie componentifabiche
e I'atomo di azoto basico risultano in linea comadelli precedentemente citati. Rispetto al modeilo
Glennon, perod, viene evidenziata un’ulteriore featidrofobica, nel sito primario, a 3.6 A dall’atondli

azoto.

Cio non si e potuto fare per il sottotipg in quanto i ligandb, attualmente noti non
garantiscono un adeguato profilo di selettivitaratiptto nei confronti dei recettot;.
Risulta, quindi, necessario una maggiore ricerdaydndioc, selettivi ad alta affinita al fine
di aumentare le informazioni che permetterebbemsindio piu approfondito sulla natura

e sulle funzioni di questo recettore.
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Conclusione

Nonostante vi sia la necessita di ulteriori studiieformazioni per delinearne il
preciso meccanismo d'azione e la conferma del digarendogeno, i recettors
rappresentano un bersaglio farmacologico partiosdate interessante; considerando i
processi biochimici e fisiologici in cui sono cootiii, infatti, dei loro ligandi selettivi
potrebbero essere coinvolti nel trattamento di mosespatologie di origine centrale, quali
la schizofrenia, la depressione, le carenze cagnié di memoria, gli effetti prodotti
dall’abuso di sostanze stupefacenti, la discingsidiva, il potenziamento dell’analgesia e
altri tipi di malattie.

Agonisti o, sono potenziali agenti tumorali (mentre non vi semlessere un
coinvolgimento nella citotossicita da parte deietéari 6;) quindi, oltre al loro potenziale
impiego come farmaci antineoplastici , liganei selettivi possono avere un ruolo
importante come “tracers” per la visualizzazionevivo di recettoric,, come biomarkers
della proliferazione tumoral&® e per la “imaging tumor diagnosis” con scintigaafi
SPECT"*le PET",

La scoperta di nuovi ligandi € di importanza primaria perché nuovi ligandi edta
affinita e selettivita, in aggiunta a quelli giatnattualmente, possono rappresentare nuovi
tools farmacologici per la classificazione dei teme e per I'approfondimento delle
conoscenze riguardo le loro funzioni biologicheoltre, nuovi ligandic possono trovare
importanti impieghi terapeutici.

| composti che si legano selettivamente ai redettpsono piuttosto numerosi ed e
stato, quindi, possibile elaborare un modello farofarico dei recettori os.
Sfortunatamente, il numero di ligandi, selettivi attualmente conosciuti € ancora
particolarmente scarso condizionato soprattuttdadihssa selettivita nei confronti dei
recettorios.

La scoperta di nuovi ligandi; e o, ad alta affinita e selettivita €, dunque, un targe
stimolante nell’area di ricerca sui recetteriLo studio delle correlazioni tra la struttura
chimica e laffinita di legame recettoriale puo rfoe informazioni importanti sugli
elementi strutturali che determinano la prefergreraun sottotipo recettoriale e suggerire il

disegno e la sintesi di nuovi ligandi selettivi.
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CREAZIONE DI UN MODELLO
FARMACOFORICO CON ACCELRYS CATALYST
4.9 150
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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

La definizione ufficiale IUPAC di “farmacoforo” rige al 1998°": “un farmacoforo
e l'insieme delle caratteristiche steriche ed eaithe necessarie a garantire le migliori
interazioni sovramolecolari con una specifica $tmat biologica target, al fine di
aumentare o bloccare la sua risposta biolodréa”

Il programma Accelrys Catalyst 4.9Figura 9) rappresenta un approccio
relativamente nuovo allo studio dei modelli farmfacei, che si basa sulla modellazione
dellinterazione farmaco-recettore dal punto di taisdel recettore, usando pero
informazioni derivate soltanto dal farmaco (daii dafuardanti la sua affinita biologica in
Vitro).

Le strutture molecolari vengono trattate come modmsratterizzati da funzioni
chimiche posizionate strategicamenteatures), che andranno a legarsi a funzioni
complementari del recettore.

La flessibilitd conformazionale viene studiata adm molti conformeri della stessa
molecola, che vengono trattati simultaneamenterdera fasi di generazione del modello.

| Lab Data Ede Databasos Proforences Windows [ ke ||
Catalyst 5
Toolbar %1 & QF | &S | ERIF

< StockroomDB II I8 |Wiplec: || & Molech
&8 holect || 8 [ik-1a 8 [Mk-1e
Q! BarbHypo Q% ang-I1Hypo

& Sample

Status
Window I

Figura 9. Catalyst Stockroom: schermata iniziale del programda cui si eseguono tutte le operazioni

basilari di creazione e modifica di progetti.

Per la generazione di un modello farmacoforico gpdena importante la corretta
scelta di urtraining set di composti, di cui siano note le affinita biololge in vitro. Tutti i
composti usati devono potersi legare allo stessett@e e sostanzialmente nello stesso
modo. | composti che presentano piu interazionegame con il recettore sono piu attivi
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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

di quelli che ne hanno poche. Il set deve essengiaanente popolato (comprendendo
almenol16 molecole) e deve includere composti con diversattistiche strutturali, che
coprano un range di attivita di almefardini di grandezza.

Le molecole vengono inserite nel programma medi@atalyst 2D/3D Visualizer
(Figure 10,11 e 1p

|
Fap
=0
2
=
2|
BiE
I

Figura 10. Catalyst 2D/3D Visualizer: mediante questa masclgrgossono introdurre le strutture

molecolari 2D (a sinistra) o 3D (a destra).

27



Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

| [mel |
M| 0 - R
[ ][ e [als] il
| k|| callze] m || v || er |[mn] Fe | oo mif|cu] zn] ga|| ce | #s ] se] o] K]

T 3 2 S I T T O T W S
23 RT3
I_IIEIL.IIEIL._ILI
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Figura 11. Catalyst Periodic Table: consente I'inserimentquilsiasi elemento della tavola periodica.

Region-select (U Lasso-select
Deselect tool flsimple
Measure tool Dashed
Tether tool
(Compare/Fit) E I Hashed
Set stereo- | Hashed
chemistry|_ wedge

Single bond m Thick

Wedge

2D bond style tocls

Double bond | e=e.

e

Triple bond Wiggle

Bond type tools

E

Eraser| 47

Fit to window @ Tile in window

2D
Set active
window

El

Figura 12. Barra degli strumenti che consente molteplici fonzidi modifica di legami e di

visualizzazione.

Si possono disegnare sia in forma bidimensionake ichforma tridimensionale
(Figura 13): in entrambi i casi si potranno migliorare medgafe funzioni2d beautify
(ottimizza la visualizzazione bidimensionale dettelecola) e 3d minimize (parziale
generazione di un conformero che corrisponde athinimo locale di energia, ma che non

coincide necessariamente con il minimo glopale

28



Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

[ | |

Figura 13. Esempio di inserimento di una molecola.

Ciascun composto viene rappresentato da un certenoudi conformeri, indicanti
una diversa area di spazio conformazionale acakessil una molecola entro un dato
range di energia. Si generano quindi i modelli oamiazionali per ciascun composto del
training set, mediante un algoritmo di tiptmnte Carlo (Figura 14).

Catalyst prevede la scelta di due tipi di analmnformazionale:Fast conformer
generation e Best conformer generation Il primo rappresenta il metodo di elezione per la
generazione di database di composti, in quantossgno ricercare i conformeri di un gran
numero di molecole (anche 100.000) in un tempdivalaente breve; chiaramente alcune
caratteristiche strutturali (ad esempio la fledgébdegli anelli aromatici) verranno in parte
trascurate. L’altro metodo consente una precisioaggiore e si utilizza per creare |
conformeri che andranno a generare un’ipotesi ddefio farmacoforico. L’analisi
conformazionale si ferma automaticamente quandiffierenza minima dei vari parametri
conformazionali non puo piu essere rispettatauiestp modo, nel caso di piccole molecole
rigide saranno generati pochi conformeri, mentrenmosti piu complessi ed altamente
flessibili ne produrranno molti. Anche se non viue numero massimo di conformeri
generabili, la creazione di un’ipotesi di modelrhacoforico pud accettarne al massimo
255 (il valore di default € 250): in tal senso sgp@ortuno specificare un valore inferiore a
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guesto numero, e lasciare che il programma stessada quanti siano i conformeri

realmente rilevanti.

Viene permessa una diversita conformazionale cengen di soglia inferiore 20

kcal/mol al di sopra del minimo globale stimato usandoritefield CHARMM .

Compound List

glu-ala-pro

P azimum Mumber
of Canfarmers

10

Generation Type

4 Fast

Energy Range
(kealfmal of minimum)

Execution

4 Best Quality

<0.00

Type

& Bun VW/ithin Catalyst
< Run &s Background Process

Jah Dptinnﬂ...l

Generate Cancel' Help|

Figura 14. Maschera in cui si selezionano le varie opzionilagrenerazione dei conformeri.

Un modello farmacoforico € la rappresentazione dratteristiche molecolari

generalizzate che includono strutt8® (gruppi idrofobici, gruppi carichi/ionizzabili,

accettori o donatori di legami idrogen@)) (sottostrutture), D (dati fisici e biologici,

responsabili dell’attivita biologica desiderata).

Mediante il Catalyst Generate Hypothesis Workbench(Figura 15), e soltanto

dopo aver generato i conformeri delle molecole ritse si possono inserire i dati

sperimentali di affinita biologica in vitro.
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=

T ————— |

-~

Figura 15. Catalyst Generate Hypothesis Workbench: fogliotreletco in cui vengono inseriti i dati,

riguardanti ciascuna molecola, necessari per largeione del modello farmacoforico.

Nel foglio di lavoro vengono inseriti:

Nome (Name)(quando si trascina il composto nel foglio di layail programma lo
aggiunge automaticamente)

Attivita (Activ) (attivita/affinita biologica in vitro)

Incertezza (Uncert) (per default & pari 8.0 e rappresenta il grado di incertezza
collegato ai dati sperimentali: nel caso in cuaihge delle attivita biologiche dei composti
superi di poco i 4 ordini di grandezza é consigleabsare il valorel..1.

Colore (Color) (per distinguere visivamente le molecole)

Attivita Stimata (Estimate) (valore di attivita/affinita stimata del composto
calcolato in base all'ipotesi)

Errore (Error) (valore che sta ad indicare lo scarto dell’attivitésurata da quella

stimata dall’ipotesi)
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Peso Molecolare (MolWt)(calcolato dal programma)

Risulta poi necessario definire le caratteristickteutturali essenziali al fine
dell'attivita (Figura 16): queste sono descritte da appropriate funziomniche, che
contengono informazioni relative a posizioni e ota&ioni spaziali, tolleranza spaziale e
importanza relativa: tutto cio va a costituire rgraetri base, chiamdgaturesdell’ipotesi
di modello farmacoforico, che ciascun composto deesentare al fine di avere una buona

affinita per il recettore.

| Generate Hypothesis

Input Spreadsheet | ace

Output Hypothesis | ace

Feature Selection

Dictionary Selected Function Definitions
HYDROPHOBIC aliphatic - ||HB ACCEPTOR: min 0, max 5
HYDROPHOBIC aromatic HYDROPHOBIC: min 0, max S
NEG CHARGE J||NEG 10NIZABLE: min 0, max5

MNEG [ONIZABLE i

Add| Remove Edit..|

Total Features: Min:l 5 hase I1D

_I Common Features Only (HipHop) More Hypothesis 0pﬂans...| Job ﬂptlons...l
Il Wiﬂ’l Excluded Volumes :c HprGen Validaﬂnn Opﬂnﬂ&...J

‘ Gener-atel Cancel Help|

Figura 16. Maschera di generazione dell'ipotesi, in cui sicifieano le varie features e il peso relativo di

ciascuna.

Il programma contiene una serie di features stah@@eature Dictionary) i cui
parametri possono essere modificati. A seconda deflura chimica dei composti, al fine
di formare l'informazione essenziale nel processgeterazione dell’ipotesi, si potranno
selezionare le seguefdatures

hb acceptor (lipid): per atomi di azoto, ossigeno, o zolfo che hanmdone pair e
carica inferiore o pari a 0. Questa feature inclgil@zoti basici e non esclude le piridine e

gli imidazoli elettron-deficienti
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hb donor: per idrossili non-acidi, tioli, idrogeni acetilen NH (tranne gli idrogeni
dei tetrazoli e della trifluorometil solfonamid&ono escluse le piridine elettron ricche, gli

imidazoli che potrebbero venir protonati e gli apwbtonabili in quanto basici

hydrophobic: per una serie contigua in un conformero di attontani da atomi
carichi o elettronegativi, aventi, quindi supesdicaccessibile. Sono inclusi i fenili, i

carbocicli, gli isopropili ed il gruppo metile

hydrophobic aliphatic: questa feature € una sottocategoria della feature

hydrophobic, che include soltanto gli atomi alifati

by

hydrophobic aromatic: questa feature € una sottocategoria della feature
hydrophobic, che include soltanto gli atomi arowiati

neg charge per atomi con cariche negative non adiacentriatoa positive

neg ionizable per atomi o gruppi di atomi verosimilmente deprati a pH
fisiologico, come gli idrogeni della trifluorometibolfonamide, gli acidi solfonici
(centroide dei tre ossigeni), acidi fosfonici (ceide dei tre ossigeni), acidi solfinici,
carbossilici o fosfinici (centroide dei due ossigenetrazoli, e cariche negative non

adiacenti ad una carica positiva
pos charge per cariche positive non adiacenti a cariche thaga

pos ionizable per atomi o gruppi di atomi verosimilmente prabna pH
fisiologico, come ammine basiche, amidine basidwsdarie, amidine basiche primarie,
tranne le guanidina, guanidine basiche, carichatipesnon adiacenti ad una carica
negativa. Sono esclusi gli azoti aromatici deboli@drasici come quelli della piridina e
dellimidazolo. (Questa caratteristica e stata aigagr allargare la ricerca agli atomi di

azoto protonati e deprotonati a pH fisiologico)
ring aromatic: per anelli aromatici a 5 o0 6 termini

Dopo aver scelto le features opportune, mediamenmanddsenerate Hypotesysil
programma produce 10 ipotesi di modello farmacotodiverse, ordinate dalla migliore
(la 1) alla peggiore (la 10) in base al coefficeedt correlazioneKigura 17).
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Figura 17. Visualizzazione spaziale di un’ipotesi.

Sara poi possibile sovrapporre i vari composti @glio, i conformeri relativi ai vari
composti) del training set, come pure altri composh training set (anche dal punto di
vista grafico) in modo da valutarne I'aderenza abeilo (si legge un valore chiamdib),
stimarne I'attivita éstimaté e il valore di energia corrispondentéidqura 18). Cio si fa

mediante la funzion€ompare/Fit (Figura 19).
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Figura 18. Esempio di sovrapposizione di un composto ad uteigio

Hypothesis that molecule
is to be compared to

Molecule to be compared
to the hy hesis

Start with this conformer
of the molecule

Energy Limit
Energy range for fit U<z:gfmo|)
&> Fast Fit
FAST or BEST fit radio buttons || B
<> Best Fit

Fit one conformer or <> This Conf
find best conformer 6 Eirld Best ot

Max. no. of features to omit el i e ]
(-1 means consider all mappings) MEX u_mrl:ted features _ :

e
T

Energy above the global minimum,
for the mapped conformer

Popup to ch bety 1 viewi
mappings and conformers

Slider and buttons for viewing
individual mappings or conformers

Figura 19. Funzione Compare/Fit.
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MODELLO FARMACOFORICO
PER | RECETTORDb;
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Recentemente, presso il nostro laboratorio, satoshtetizzati una serie di derivati
benzossazolonit® 14 a-ie 14 j variamente sostituiti a livello del gruppo bertili La
scelta del nucleo benzossazolonico € stata delshtatto che esso é presente in molecole

caratterizzate da alta affinita e selettivita regifeonti del sottotipas; °°.

@FOJQ - 50

R=H, CH;, Cl,
fenil

14 a-i 14j

Queste molecole sono state progettate in accommaéllo proposto da Glenn&
%3 seguendo queste considerazioni: i) il gruppo bssemolonico potrebbe interagire con il
sito idrofobico primario corrispondente alla regiotel fenile “B” di Glenno®*% ii) lo
spacer 4-metilpiperidin-1-il unisce I'atomo di aadiasico al gruppo benzossazolonico; iii)
il gruppo N-benzilico variamente sostituito potreblegare il sito idrofobico secondario,
indicato nel modellas;-recettoriale di Glennon come regione del fenilé,“modulando
I'affinita di questi composti nei confronti dei \ttoric.

| risultati raccolti hanno indicato che i sostittiea livello dell’anello benzenico
possono modulare I'affinita di questi composti s& confronti del recettore; che del
sottotipoo,. Infatti, tutte le molecole sintetizzate mostraaayradi diversi, una selettivita
verso il sito recettoriales;; in particolare, i derivati para-sostituiti ed derivato non
sostituito sono i composti piu affini e selettivlidh serie (K3 nM e Kioo/Kici=40). Il
miglior risultato, infatti, e stato raggiunto cdrcomposto 4-cloro sostituito, con un valore
di Kic; di 0.1 nM e con un rapporto di selettivita icfKic; di 4270, dati che fanno
risultare questo composto come uno dei piu prometigandic; noti in letteratura.

Con lo scopo di creare una banca dati con un nuniermlecole sufficiente al fine
di elaborare un modello farmacoforico per il resedts;, sono stati sintetizzatSchema
1) una serie di derivati 3-[(N-benzil-N-metilamintaillbenzo[d]ossazol-2(3H)-onicl5

a-k e 16 a-k (Tabella 1) variamente sostituiti sull’anello benzenfd.
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o
(L
N\ /CH3
(HCE—N

Y%

R

n=3(5ak,4 @16 ak
R =H, Cl, OCH, CHs

R Comp. m.p. Yield Comp. m.p. Yield

n=3 (°C)* (%) n=4 (°C) (%)*
H 15a 180-182 30 16a 145-147 30
2-Cl i5b 129-131 33 16 b 115-117 23
3-Cl 15c 166-168 27 16 c 168-170 23
4-Cl 15d 192-194 30 i6d 162-164 46
2-0OCH3 15e 145-147 15 16e 127-129 15
3-0OCH;3 15f 168-170 18 16 f 154-156 19
4-OCH; 159 179-183 21 16g 98-100 55
2-CHs 15h 167-169 10 16 h 212-214 11
3-CHs 15i 156-158 39 16i 169-171 49
4-CH; 15j 195-197 41 16j 138-140 42
2,4-(CHs). 15k 127-130 53 16 k 103-105 40

Tabella 1. *1 punti di fusione si riferiscono ai composti coswi dell’acido ossalico.

Il nucleo 4-piperidin-il-metilico e stato sostitoida uno spaziatore alchilico meno
rigido, quindi, dotato di una maggiore liberta caomfiazionale. La scelta della catena
propilica e di quella butilica & dettata dal fattee entrambe rientrano nel range ottimale di
distanza tra I'atomo di azoto basico e il sito fdlaco primario nel modello recettoriale di

Glennon®*53,
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Schema 1

Br-(CH,),-X
o n=3.,4 / X=Br,Cl 0
0 > 0
CH,CN
N A N
H
17 (HC—X
18 a,b
CH,CN /
N
A H
Yy KC0;
R4— KI(cat)
=
(0)
>:O
N
\ CH,
(HCh—N
\
Y
Z R

n= 3 (15a-k); 4 (16 a-k)
R= H, Cl, OCH3, CH3

Per trattamento del benzo[d]ossazolt2(®ne 17 con bromo-(alchil)-cloruro,
K2CGO; e Kl in CHCN sono stati sintetizzati i 3-bromoalchil derivedirrispondentil8 a-b
(n = 3,4) da cui sono stati ottenuti, per reazicoe N-Benzilmetilamine variamente
sostituite, KCO; e Kl in CHCN i compostil5 a-ke 16 a-k.

Tutti i composti ottenuti sono stati saggiati atefidi valutare la loro affinita e

selettivita nei confronti dei recettari(Tabella 2).
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Composto R n Kio1 nM Kic, nM Kic,/ Kic1
14 a H - 3.58 246 69
14 b 2-Cl - 60.9 299 4.9
14 c 4-Cl - 0.098 427 4357
14d 2,4-Cl - 258 340 1.3
14 e 2-CH; - 29.8 227 7.6
14 f 4-CH; - 3.07 116 38
14 g 2,4-CH; - 30.2 259 9.2
14 h 2,46-CH - 6210 2880 0.46
141 4-Ph - 394 >10uM >254
14 ] naftil - 1017 833 0.82
15a H 3 223 1121 5.0
15b 2-Cl 3 2492 456 0.18
15¢ 3-Cl 3 3233 1119 0.35
15d 4-Cl 3 1147 456 0.40
15e 2-OCH; 3 1947 192 0.10
15f 3-OCH; 3 8550 2130 0.16
15¢ 4-OCHs 3 83 2602 31.3
15h 2-CH; 3 901 1347 15
15i 3-CH; 3 1835 2716 15
15] 4-CHg 3 871 991 11
15k 24-(CH), 3 1833 2064 1.1
16 a H 4 2.6 120 46.2
16 b 2-Cl 4 843 37.4 0.04
16 c 3-Cl 4 302 - -
16 d 4-Cl 4 7.1 36.2 51
16 e 2-OCH; 4 594 - -
16 f 3-OCH; 4 297 187 0.6
16 g 4-OCHs 4 21 20.8 1
16 h 2-CH; 4 - - -
161 3-CH; 4 102 31.8 0.31
16| 4-CH; 4 97 22.9 0.20
16 k 24-(CH), 4 239 6.94 0.03

Tabella 2 valori di affinita di legame (K dei derivati benzossazolonici nei confronti dei

recettoric; e o,. | radioligando utilizzati sono, ripsettivamente [fH]-(+)-PTZ e la fH]-

DTG. | dati sono espressi come media di 2-4 espariin
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Dai risultati ottenuti Tabella 2), appare chiaro come il sostituente sull’anello
fenilico moduli fortemente I'affinita di binding djuesti composti verso i recetteti € c,.
| derivati con lo spaziatore butilich6a-k hanno espresso un’affinita maggiore rispetto ai
corrispondenti propilen derivatba-k. La catena butilica determina la distanza ottinti@e
le regioni idrofobiche primaria “B” e secondaria™proposte dal modello di Glennétt
%31l composto con la piu alta affinita & il butilelerivatol6a,con un valore di k; di 2.6
nM ed un interessante rapporto di selettivita.Kic1=46.2. |l composto para-sostituito
16d (R=4-Cl), invece, mantiene ancora un’apprezzadfiiaita o; recettoriale ma con una
selettivitad (Ko2/Kjo1=5.1) decisamente inferiore al derivato non sasbitu

A differenza dei derivati benzossazolonidda-l precedentemente sintetitizzati, il
composto16g (R=4-OCH) non possiede selettivita in quanto esibisce urmarata
affinita per entrambi i recettori. Al contrariogdmpostil6b e 16i-kmostrano una discreta
preferenza nei confronti del sottotipo recettoriagde Specificatamente, il composfibk
(R=2,4-(CH),) ha il piu alto valore di affinita (K2 = 6.94nM) e di selettivita (K2/Kicl

= 0.03) verso i recettodi, tra le molecole di questa serie.

Generazione di un modello farmacoforico per i rémeto;

Con lo scopo di definire un modello farmacoforicaimensionale per il recettore
o1, lo studio di modellistica molecolare é stato estegcon l'impiego dei composti
sintetizzaticaratterizzati da un intervallo ottimale di affanét; recettoriale, con valori di K
compresi tra 0,1 nM e 8;8M.

| compostil5 a-k e 16 a-k, assieme ai derivati benzossazolorid a-i e 14 |
precedentemente sintetizzati, sono stati utilizzan il loro valore di K per comporre |l
“training set” di 31 molecole (il compostb6 hnon si & potuto utilizzare per la mancanza
di un valore di Kattendibile) necessario al fine della generazaeiBipotesi del modello.

La generazione di un modello farmacoforico € ummuattapproccio per esplorare in
maniera quantitativa caratteristiche comuni nelattira chimica in una serie di composti
a struttura differente. Per raggiungere un buoaltdat, cioé per rendere sfruttabile il
modello farmacoforico al fine di progettare una a®la generazione di ligandi, &
necessario rispettare alcune regole fondamentfi generazione di modelli 3D-QSAR
(three-dimensional quantitative structure-activiationship): i) il training set deve essere

costituito da un numero di composti abbastanzaatde(almeno 16) dotati di un’affinita
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che copra almeno 4 ordini di grandezza; ii) il costp piu attivo della serie deve essere
assolutamente incluso nel training set; iii) tuttiati di attivita o affinitd devono essere
ottenuti da procedure omoger&e®?.

Nel nostro caso il training set consiste di 31 costpdotati di una adeguata
diversita strutturale e con dei valori di affinthe coprono 6 ordini di grandezzBapella
3).

| calcoli per sviluppare questo modello sono stagguiti sfruttando il programma
Accelrys Catalyst 4.5°.

Le molecole sono state inserite nel programma méesli&atalyst 2D/3D
Visualizer; per ciascuna di esse e stata effettuata la eosvoformazionale mediante un
algoritmo di tipo Monte Carlo, consentendo una differenza di energia di soglia al
massimo pari 20 kcal/mol, e con l'utilizzo delforcefield CHARMM . Inoltre, é stata
selezionata I'opziondBest conformer generatione il numero massimo di conformeri
generabili & stato fissato2b0. Mediante ilCatalyst Generate Hypothesis Workbench
sono stati inseriti i dati sperimentali di affinitéologica in vitro dei vari composti, e per
ciascuno di essi il parametro di incertezza é dtasato al.l Al fine di generare l'ipotesi
mediante la funzion&enerate Hypotesyssono state selezionate iikgature Dictionary
le features hb acceptor, hydrophobic, hydrophobic aromatic, hydrophobic aliphatic e
pos ionizable Le altre features sono state omesse perché newgmm essere mappate
vista la natura chimica dei nostri composti. Pétetle features scelte si € mantenuto il
valore di default, tranne per [@0s ionizable il cui parametro selezionato costringeva il
programma a sceglierne almeno una. Queste sceltelmsate sulla struttura molecolare
dei nostri composti e sulle informazioni note itideatura sui ligands;.

Il programma produce 10 ipotesi di modello farmaceb diverse, ordinate dalla
migliore (la 1) alla peggiore (la 10) in base akffiente di correlazione. L'ipotesi 1
(Figura 20) é stata scelta sia grazie a questo criterio siahg soddisfa altre parametri
statistici che I'elaboratore tiene conto durantgdaerazione di questo tipo di modelli.
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Figura 20. Modello farmacoforico per ligandic;: rappresentazione schematica delle
caratteristiche strutturali necessarie al legamesono state individuate dal modello 5 features: un
positivo ionizzabile oss) che si riferisce alllatomo di azoto basico; 2 tfeas idrofobiche
aromatiche { ); un accettore di legami idrogenaoc(de descritto dall'atomo di ossigeno ed
un’ulteriore componente idrofobicai¢la) che non sembrerebbe essere indispensabile adldini

legame ma risulterebbe utile, in base al sostiripreesente sull'anello benzenico, ad ottimizzarlo.

Figura 21. Fitting del lead compound 4 ¢ R=p-Cl).
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Progettazione, sintesi ed affinita recettorialendiovi ligandi sigma

2,4-Cl).

Figura 22. Fitting di un composto avente un valore di affiriittermedio {4 d, R

=3 R=2-CH)).

Figura 23. Fitting del composto avente I'affinita minorg5(h, n
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Kie1 nM Kie1 nM energia

Composto (sperimentale) (stimata) Errore” fit conformazionale
14 a 3.58 18 5.0 15.55 6.17
14 b 60.9 60 -1.0 15.03 16.38
14 c 0.098 0,27 2.8 17.38 6.85
14d 258 280 1.1 14.36 14.99
14 e 29.8 160 54 14.61 12.51
14 f 3.07 1 -3.1 16.81 5.91
14 g 30.2 210 7.0 14.48 10.80
14 h 6210 660 -9.4 13.99 11.39
14 394 230 -1.7 14.44 14.78
14 1017 670 -1.5 13.98 5.43
15a 223 550 2.5 14.07 12.32
15b 2492 6700 2.7 12.99 17.29
15c¢c 3233 1110 -2.9 13.77 4.16
15d 1147 960 -1.2 13.83 5.12
15e 1947 3600 1.8 13.25 5.37
15f 8550 880 -9.7 13.87 11.99
15¢ 830 560 -1.5 14.06 4.65
15h 901 2000 2.2 13.51 6.73
15 1835 4000 2.2 13.21 5.09
15] 871 410 2.1 14.20 6.25
15k 1833 1400 -1.3 13.67 12.69
16 a 2.6 24 9.2 15.43 9.68
16 b 843 140 -6.0 14.68 8.44
16 c 302 450 1.5 14.16 5.49
16d 7.1 16 2.3 15.60 4.99
16 e 594 260 -2.3 14.40 5.38
16 f 297 140 2.1 14.68 19.22
169 21 42 2.0 15.19 11.72
16 i 102 100 -1.0 14.80 2.23
16 97 270 2.8 14.37 4.19
16 k 239 860 3.6 13.88 2.21

Tabella 3. valori di Ki nei confronti dei recettors; delle molecole che compongono il training set, a
confronto con i valori predetti dal programma Cgdail Per ciascun composto sono riportati, inoitrelori

di energia conformazionale relativi al conformehe si adatta meglio al modello ed il corrispettiadore di
fitting.

#| valori nella colonna degli errori rappresentan@pporto tra I'affinita stimata e quella sperirt@e o il suo

inverso negativo se il rapporto € inferiore a 1.
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Il modello generato Kigura 20) risulta essere promettente; il coefficiente di
correlazione, cioe il rapporto tra i valori di Kperimentali e quelli stimati dal modello
(Tabella 3), e di 0.896 quindi decisamente positivo. Inoltre, le featuradividuate
dall'ipotesi sono in accordo con i modelli preceemente citati (Glennofi*>%, Gund®¥
e LaggneP) sia dal punto di vista qualitativo che spaziale.

La Tabella 3 mostra chiaramente che 24 delle 31 molecole defradraining set
hanno un errore, tra affinita stimata e sperimentalinore di 4, mentre le rimanenti 7
hanno un errore inferiore a 10.

Le Figure 21, 22 e 23 rappresentano la mappatura sul modello farmacaforic
rispettivamente dei compodtic 14d e 15h. Come si puo notare daliagura 21, nel caso
del derivatol4c I'anello aromatico del raggruppamento benzossazabomappa molto
bene una delle due features idrofobiche aromatichentra sull'altra si sovrappone
I'anello fenilico del composto. Il gruppo carbondi e I'atomo di azoto basico dell’anello
piperidinico, invece, mappano rispettivamente lezfani “accettore di legami idrogeno” e
“positivo ionizzabile”. Infine, la rimanente feawrdrofobica viene mappata dall’atomo di
cloro presente sull’anello benzenico. Un fitting ltnoanalogo si puo osservare per |l
compostol4d (Figura 22); le differenze tra i due composti non sembrandlifala
cogliere ma sono evidenziate dall'ottima capacit@drredativa del modello
(Kio1(sperimentalet0.098 NM,  Ko1(stimata0.27 NM per il compost@4c Kioi(sperimentaisf 258
NM, Kioi(stimatar280 per il composta4d).

La Figura 23, concludendo, € un tipico esempio di come un catgppoco affini
mappi un modello farmacoforico. Coerentemente,oihpostol5h non mappa tutte le
features che compongono il nostro modello; infag® sulle funzioni “idrofobiche
aromatiche” e sulla feature *“accettore di legamiroggtno” si sovrappongono
ripettivamente i due nuclei aromatici ed il grupg@bonilico della molecole, le rimanenti
due features non sono mappate correttamente damessmo del compostaSh. In
accordo con quanto spiegato, il deriva&h risulta essere giustamente predetto come uno

dei meno affini della serie.
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Validazione del modello farmacoforico

Uno dei passaggi critici della generazione di urdelo farmacoforico e costituito
dalla validazione del modello stesso soprattutto casi, come il nostro, in cui questo
voglia essere utilizzato come strumento preditél/éine di valutare I'affinita di molecole
esterne al training set e testarle come possibdinligandio;.

Quindi, per provare la robustezza delle correlazmmfividuate con i nostri composti,
abbiamo costruito il cosiddettdest set cioe un’ulteriore serie di molecole composte da 6
derivati carbossammidici sintetizza&x novo(Schema 2 dal nostro laboriatoriol9a-ce
20a-c (Tabella 4dove si € mantenuto il raggruppamento N-benziepgnico ed é stato

rimpiazzato il nucleo benzossazolonico con undtsitaia geometria piu aperta.

N | N |
O/ P /\Q
(0] R (0] R

19a-¢ 20a-c

Composto R '?oija (E'Cf:')
19a H 65 155-157
19b 4-Cl 70 175-177
19c 4-CH; 63 168-170
20a H 75 110-112
20b 4-Cl 72 138-140

20c 4-CH; 68 112-114

Tabella 4. Caratterizzazione dei compo%fa-

ce20a-c
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Schema 2

COOH
COOH _ cocCl _
Boc/ K2C03 Pyr/ SOClZ
THF per 4h CH,Cl, per 25'
a)0° N RT® sotto N,
N bRT® I N
Boc i | ]
Boc
NH, NH,
(Et);N / DMAP
CH,Cl, per 14h
RT¢ sotto N,
H N— Boc
N H N— Boc
N
(0]
21 e} 22a
RT®
o TFA
TFA | B 24h
H NH H NH
0 o)
23 24a
R-C¢H,-CH,-C1 | Acetone
R-C¢H,;-CH,-Cl | Acetone 6ti4-CHy
ch(b; ? A per 3h K,CO3 A per 7h
N
TQ m O O™
N _
) “R 0 ,\R
19a-c 20a-c

R=H, p-Cl, p-CHj



Per reazione tradcido piperidincarbossilicce Boc-anidride si ottiene I'acidbl-
Boc-piperidincarbossilicpil quale viene fatto reagire con piridina e clarwli tionile in
CH.Cl, sotto atmosfera di N Senza isolare 'acilcloruro, viene aggiunta uolzone in
CH.ClI, di anilina, trietlammina ed una quantita catalitica di DMAEr otteneréN-fenil -
1-(ter-butossicarbonil)piperidin-4-carbossammid& || composto21 viene deprotetto in
acido trifluoroacetico e viene isolata Nrfenil-piperidin-4-carbossammid23, che per
reazione con benzilcloruro opportunamente sowditin acetone ed in presenza gids,
da origine ai derivati carbossammidi®a-c Il procedimento per ottenere i derivafia-c
risulta simile a quello appena descritto, viendiaziata la Benzilamminaal posto
dell'anilina.

Inoltre, sono state introdotte nel test set andtne & molecole note in letteratufd’
aventi affinita per i recettors; e con una struttura chimica simile a quella deitmos
composti. Tra queste troviamo l'aloperidde il trifluperidolo25 e I'antagonista NMDA
ifenprodil 26.

OH

25

OH

HO

26
In accordo con lo scopo prefissato, cioé quellwetificare che il nostro modello

predica in maniera soddisfacente I'affinita dei posti del test set, tutte le molecole prese
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in considerazione sono state testate al fine ditaet la loro affinitd nei confronti dei

recettorio;.

Kio1 nM Kio1 nM

Composto R  ICs0+SDnMo (sperimentale) (stimata) Errore?
19a H 51.0 £ 3.50 nM 48.1 210 4.4
19b 4-Cl  47.7 £10.5nM 45.0 140 3.1
19c 4-CH; 111 +£8.82nM 105 200 1.9
20a H 23.9+1.89 nM 22.5 37 1.6
20b 4-Cl 13.7 £4.63 nM 12.9 55 -2.3
20c 4-CH; 73.6 £23.4nM 69.4 76 1.1

6 - - 5.7 2.2 -2.6
25 - - 0.8 4.6 5.8
26 - - 2.0 19 9.5

Tabella 5. valori di affinita di legame (I e Ki) dei derivati carbossammidici e dei tre costpaoti **

nei confronti dei recettos;. Il radioligando utilizzato & I&’H]-(+)-PTZ. | dati sono espressi come media +
SD di 2-4 esperimenti.

2| valori nella colonna degli errori rappresentahmpporto tra I'affinita stimata e quella sperirtede o il

suo inverso negativo se il rapporto € inferiore a 1

Il risultato ottenuto e particolarmente interessaint quanto € stato evidenziato un
buon coefficiente di correlazione (0.882).

Come si pud notare dai valori ottenuffapella 5), il modello risulta essere
particolarmente attendibile per quanto riguardarivéiti 19a-ce 20a-cda noi sintetizzati,
dove i valori di K stimati dal modello sono paragonabili a quellientiti per via
sperimentale. Oltre a cio, anche i tre farmacitsper il test set@, 25, 26) fittano bene il
nostro modello. In dettaglio si puo notare chertier medio nella predizione dell’affinita
delle molecole del test set € di 2.5; quindi, coesita I'intrinseca variabilita dei test
biologici, possiamo concludere che la capacita ndstro modello 3D-farmacoforico nel
predire I'affinita di nuovi ligands; € abbastanza soddisfacente.

In particolare, laFigura 24 mostra come l'aloperidol® ben si adatti al nostro
modello; i 2 gruppi fenilici e 'atomo di cloro mpano le features idrofobiche mentre le
funzioni “accettore di legame idrogeno” e “positivonizzabile” vengono mappate
rispettivamente dall'ossigeno del carbonile e datiino di azoto dell’anello piperidinico.
Infine, confrontando i valori di affinita sperimaft e quella stimata (& (sperimentaie)®-7

NM, Kioistimata)2.2 NM) questi risultano essere perfettamente paiggli.
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Figura 24. Fitting dell’aloperidolog.

Dopo aver superato la prova del test set abbiaidata il modello con altri due
test statistici, normalmente utilizzati a livelloomputazionale in questo genere di
approccio. Entrambe le procedure utilizzate sonplementate nel pacchetto software di
Catalyst 4.9.

Il primo metodo & basato sullo sfruttamento det tisFisher e viene chiamato
CatScramble in pratica il computer mescola casualmente i cwstipdel training set
producendo nuove ipotesi di modello. Il test haesito statisticamente positivo nel caso in
cui nessuna di queste nuove ipotesi risulti migliospetto a quella da noi originariamente
elaborata.

Il secondo test &€ denominde&ave-one-oue consiste nell’eliminare uno per volta un
composto del training set al fine di accertare leheorrelazione non sia influenzata da una
particolare molecola. Anche in questo caso I'elatme crea nuove ipotesi da confrontare
con quella nativa, le quali devono mantenere uifficente di correlazione molto simile
rispetto a quest’ultima.

Il nostro modello ha soddisfatto, in maniera patdcmente positiva, tutti i criteri
necessari al superamento dei test statistici sopaticportando a compimento, quindi, il
processo di validazione.

Concludendo, il modello descrive ed associa deldgatteristiche strutturali
necessarie al fine del legame con il recettgrebasate sulla chimica dei nostri composti
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ammettendo, quindi, delle modificazioni strutturaei lead compounds abbastanza
limitate.

In ogni caso, dai dati acquisiti e dalle validazi@ffettuate, il nostro modello
farmacoforico per il recettore; risulta essere un utile strumento predittivo dattdre

nella progettazione e nella sintesi di nuovi ligandempre piu attivi e selettivi.

Raggiunto I'obiettivo di creare un modello farmamddo per il recettores;
attendibile e sfruttabile a livello predittivo, si@ andati a sintetizzare nuove serie di
molecole con degli scaffold capaci di adattarsiadtro modello.

Lo scopo, a questo punto, sara sfruttare i risudigpena ottenuti per cercare nuovi
possibili ligandic che non siano dotati solo di un’ottima affinita mrache di una buona
selettivita nei confronti di questo tipo di receito

Nei capitoli successivi, quindi, presentero le eseli composti che durante il corso
del mio dottorato abbiamo sintetizzato ed i ridultanseguiti nei test biologici.
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DERIVATI PIPERIDIN-4-
CARBOSSAMMIDICI

“From 3D pharmacophore model to synthesis: a neigsef 1-benzyl-piperidine-4-carboxylic
acid benzylamide derivatives as newligands”;Erik Laurini , Maria Grazia Mamolo, Daniele
Zampieri, Chiara Florio, Caterina Zanette, Sabkmial, Maurizio Fermeglia, Luciano Vio; llI

Meeting-Workshop “Nuove Prospettive in Chimica Faceutica” 13-14 Febbraio 2009,

Ciocco a Castelvecchio Pascoli (LU).

54



Design&Sintesi

Sulla base dei risultati ottenuti dalla creaziore thodello farmacoforico per i
recettoric;, € stata sintetizzata un’altra serie di derivatbossammidici prendendo come
lead compound il compost@0b (Figura 25) al fine di valutare I'effetto sull’affinités;
della sostituzione sull’anello N-benzilammidicbapella 6) (Schema 3.

O
R1
N
N
R
20a-|

Composto R p.f. (°C) Resa (%) Anal.Elem.
20a H H 110-112 75.2 eoH24N20
20b H Cl  138-140 71.9 &oH23CINLO
20c H CH; 112-114 67.5 @H26N20
20d Cl H 120-122 70.1 &H23CIN,O
20e Cl Cl  129-131 67.1 &H2.CIoNLO
20f Cl CH; 100-102 63.8 &H2:CIN,O
20g CHs H 105-107 43.2 @aH26N20
20h CHs Cl 155-157 48.8 &H2sCINO
20i CHs CHsz 118-120 69.0 &H2sNL0
20j OCH; H olio 54.7 GiH26N20,
20k OCH; ClI  107-109 59.9 &H25CIN,O,
20l OCH; CH;z  74-76 74.0 @H28N0;

Tabella 6. Caratterizzazione dei compog6a-I.
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Schema 3

COOH _ _
COOH coc
Boc / K,CO5 Piridina / SOC}
—_— S
T)HC'):O per 4h CH.CI, per 25'
a N
H b)T.A. T.A. sotto Nb N
Boc
Boc
+
=
R—— N— Boc
N H
(Et);N / DMAP ¢z ‘ N NH;
-
0 CH,Cl, per 14h X/
22a-d T.A. sotto N R
TFA T.A.
24h
7\ . "
RV N
\

R1-CgH,-CH,-CI[ Acetone
K,COy Aper7h

20a-



Figura 25. Fitting del derivato carbossammidi2ob (R=H, R=Cl)

Dalla figura possiamo notare come il compaa® ben si adatti al nostro modello
farmacoforico. In particolare, le funzioni “acce#odi legame idrogeno