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Introduzione

La mitosi e risultata un valido target per lo sviluppo di terapie anticancro e
molti farmaci antimitotici sono stati utilizzati con successo nella pratica
clinica. Tutti gli antimitotici approvati finora hanno come target il fuso dei
microtubuli, interferendo cosi con la dinamica del fuso e portando
all'arresto della mitosi e all'apoptosi. Anche se efficaci, questi farmaci
hanno vari effetti secondari, compresa la neurotossicita.

Per una cellula che entri in fase M l'obiettivo principale consiste nel
separare accuratamente e distribuire i cromosomi, gia replicati nella
precedente fase S, facendo in modo che ogni cellula figlia riceva una
copia identica del genoma [1]. Per produrre due cellule figlie
geneticamente identiche, la cellula eucariotica deve svolgere la delicata
operazione di separare i cromosomi duplicati e farne pervenire una copia
di ciascuno a ogni cellula figlia. Questo compito € sempre affidato a una
complessa macchina citoscheletrica, detta fuso mitotico. Il fuso e
composto da microtubuli e dalle varie proteine che interagiscono con essi,
tra cui le proteine motrici microtubulo dipendenti.

La fase M viene generalmente suddivisa in sei stadi. | primi cinque, che
prendono il nome di profase, prometafase, metafase, anafase e telofase,
costituiscono la mitosi propriamente detta; nel sesto stadio avviene la

citochinesi, che si sovrappone alla fine della mitosi (Figura 1).



Fase G2 PROFASE PROFASE AVANZATA

cromatina Fuso mitotico Memb. nucleare  centromero
centrioli (DNA duplicato)

centromero (frammenti)

Nucleolo membrana membrana Cromosoma (costituito fibre del fuso
nucleare  celulare da due cromatidi fratelli) mitotico
METAFASE ANAFASE TELOFASE

piastra equatoriale strozzatura nucleolo
<

centriolo a un
mitotico polo del fuso fratelli in formazione

cromatidi membrana nucleare

Figura 1 - Fasi della mitosi.

Durante l'interfase del ciclo cellulare, il centrosoma della cellula si duplica
e le due copie restano insieme in un unico agglomerato da una parte del
nucleo. Esse si staccano poi allinizio della profase; a questo punto
cominciano ad organizzare ciascuno il proprio gruppo di microtubuli e
migrano ai poli opposti della cellula sospinti, tra I'altro, da proteine motrici
associate al centrosoma, che usano I'energia di idrolisi dellATP per
muoversi lungo i microtubuli. I microtubuli polimerizzano e

depolimerizzano continuamente per aggiunta e perdita delle subunita



tubuliniche che Ili formano, per cui si ha un fenomeno altalenante di

accorciamento e allungamento, detto “instabilita dinamica” (Figura 2).
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Figura 2 - Formazione fuso mitotico bipolare. Dai due centrosomi nascono nuovi
microtubuli disposti a raggiera in tutte le direzioni. Le due estremita del microtubulo,
positiva e negativa, hanno proprieta diverse e quella negativa resta ancorata al
centrosoma. Le estremita positive sono “instabili dinamicamente” e passano da uno stato
di crescita uniforme (frecce rosse dirette verso I'esterno) a uno stato di accorciamento
rapido (frecce rosse dirette verso linterno). Quando due microtubuli connessi a
centrosomi opposti interagiscono tra loro in una zona di sovrapposizione, proteine a loro
associate li uniscono con legami trasversali (punti neri) e stabilizzano le loro estremita
positive, riducendo le probabilita che depolarizzino.



Durante la profase alcuni dei microtubuli che nascono da un centrosoma
interagiscono con i microtubuli che nascono dall’altro. Questa interazione
li stabilizza, per cui smettono di accorciarsi, e permette la connessione tra
i due gruppi costituendo la struttura base del fuso mitotico, con la sua
forma bipolare caratteristica. | due centrosomi da cui nascono i microtubuli
prendono a questo punto il nome di poli del fuso e i microtubuli
interconnessi si chiamano microtubuli interpolari. L’assemblaggio del fuso
e promosso anche da proteine motrici associate ai tubuli interpolari, che
stabiliscono legami trasversali tra i microtubuli di un polo e quelli dell’altro.
Durante la prometafase la membrana nucleare si dissolve, in modo che i
microtubuli possano prendere contatto con i cromosomi e legarvisi. A
qguesto punto i cromosomi, attaccati al fuso mitotico, cominciano a
spostarsi, come strattonati da una parte e dallaltra, finendo poi per
allinearsi all’equatore del fuso, dove formano la piastra metafasica. A
questo punto si ha linizio della metafase. Le forze che agiscono sui
cromosomi portandoli allequatore dipendono dall'allungamento e
dall’accorciamento dei microtubuli, oltre all’azione delle proteine motrici.

L’interesse per le proteine motrici come target per la terapia del cancro
deriva dal loro ruolo durante la mitosi. In particolare, I'attenzione di molti
ricercatori si é focalizzata su una proteina appartenente alla famiglia delle
chinesine, la chinesina-5 (Eg5), un motore omotetramerico che lega i
microtubuli in modo antiparallelo e, attraverso I'idrolisi del’ATP, si muove
verso le loro estremita positive producendo uno scorrimento verso

I'esterno dei microtubuli stessi. Eg5 gioca un ruolo importante nelle prime



fasi della mitosi: essa partecipa alla separazione dei centrosomi che
avviene durante la profase. La sua inibizione porta alla formazione di fusi
monopolari chiamati “monoastrali” e all’attivazione delle proteine del
checkpoint che arrestano la mitosi. L’arresto prolungato della mitosi puo
portare alla morte cellulare per apoptosi. Eg5 € iperespressa in molti
tessuti proliferativi, tra i quali le cellule staminali emopoietiche nella
leucemia e i tumori solidi di mammella, polmone, ovaio, vescica e
pancreas, mentre non € stata praticamente rilevata nei tessuti non
proliferativi. Gli inibitorii di Eg5 non hanno pertanto i gravi effetti collaterali
associati agli agenti tradizionali antimitotici, come i taxani e gli alcaloidi
della vinca, che prendono di mira i microtubuli e colpiscono sia le cellule

normali che proliferanti.

1 - I microtubuli e la terapia del cancro

La mitosi € un processo fondamentale della divisione cellulare che
assicura la giusta collocazione dei cromatidi replicati rispetto alle cellule
figlie nuove. Il ruolo chiave di questo processo e giocato dal fuso mitotico,
che é costituito dalle fibre dei microtubuli che emergono dai poli del fuso e
si attaccano al centromero dei cromosomi condensati tramite una struttura
specializzata, il cinetocore [2, 3]. | microtubuli sono polimeri dinamici
costituiti da dimeri di tubulina o/f. | farmaci che hanno come target la

tubulina o i microtubuli sono attualmente fra i piu efficaci nella terapia del



cancro. Gli alcaloidi della vinca, che promuovono la depolimerizzazione
del microtubulo e i taxani (paclitaxel e taxotere) che stabilizzano i
microtubuli, inibiscono la funzione del fuso interrompendo le dinamiche del
microtubulo [4, 5]. L'arresto della mitosi indotto da questi farmaci e
generalmente seguito dall'induzione all'apoptosi [2, 6].

Oltre che essere essenziali per la mitosi, i microtubuli sono necessari
anche per varie altre funzioni fisiologiche. Sono una componente del
citoscheletro e regolano la motilita ed il trasporto degli organelli. E
possibile che alcuni degli effetti terapeutici dei farmaci che bersagliano i
microtubuli possano derivare da queste attivita, piuttosto che solamente
dalle interferenze con il fuso mitotico. | microtubuli sono anche necessari
per il trasporto delle proteine e delle vescicole lungo le fibre dell'assone
che ¢ alla base della neurotossicita che si € spesso osservata con questi
composti. Inoltre, le cellule tumorali possono diventare resistenti a questi
farmaci attraverso vari meccanismi, come le mutazioni della tubulina, la
sovraespressione delle pompe di efflusso multi-drug resistance (MDR) e
I'espressione alterata dei sottotipi di tubulina [4]. Quindi, vi € un grande
interesse nel generare nuovi agenti antimitotici, che siano privi di alcuni

degli effetti tossici e dei meccanismi di resistenza visti con altri farmaci.

2 - La chinesina mitotica come target per farmaci

Negli ultimi anni, le chinesine mitotiche hanno ricevuto una grande



attenzione quali nuovi target per la terapia del cancro. Le chinesine sono
delle proteine motrici del microtubulo che mediano diverse funzioni
all'interno della cellula, come il trasporto di vescicole, organelli, cromosomi
e complessi di proteine, ma mediano anche il movimento dei microtubuli
[7]. Ad oggi sono state identificate, in differenti specie animali, 623
chinesine, che sono state suddivise in 14 diverse famiglie (Tabella 1).
L'analisi filogenetica sistematica della superfamiglia delle chinesine
effettuate da Miki e colleghi fornisce una panoramica di tutte le famiglie e
descrive le funzioni chiave delle varie famiglie che sono state
caratterizzate piu nel dettaglio. Tutte le chinesine sono caratterizzate da
un dominio motore di circa 340 amminoacidi, che contiene un sito di
legame per I'ATP e l'interfaccia per il legame col microtubulo. Accanto al
dominio motore (head o testa), la chinesina contiene una regione detta
stalk (gambo), seguita dalla regione del tail (coda). Mentre il dominio
motore idrolizza I'ATP per generare I'energia necessaria per il movimento
lungo le fibre del microtubulo, le regioni dello stalk e del tail sono
necessarie per la dimerizzazione o l'oligomerizzazione. Le chinesine che
contengono il dominio motore nella regione N-terminale generalmente si
muovono verso l'estremita positiva dei microtubuli, cioé l'estremita che
cresce piu velocemente, mentre quelle che contengono il dominio motore
nella regione C-terminale si dirigono verso I'estremita negativa. Sono state
individuate altre chinesine con un dominio motore centrale che regolano la
dinamica del microtubulo facilitando la depolimerizzazione delle fibre [7,

8.



Tabella 1 - Matilita e funzioni delle famiglie della chinesina [9].

Chinesina-1

Chinesina-2

Chinesina-6

Chinesina-8

Chinesina-10

Chinesina-11

Chinesina-12

Chinesina-13

Chinesina-14

Nomi
comuni

UKHC, Kif5,
UNC-116

Kif3A/B/C

Kif14,
Kif13B/Gakin

Kif4, Xkip1,
KIp38B

Eg5, BimC,
Cin8, KSP

MKLP1,
MKLP2,
Pavarotti,
Subito, Klp9p,
Cho1, Kif12,
Rab6Kinesin,
Kif20, Kif23
Cenp-E

Kip3, Kif18A,
KIp5/6, KIp67A

Kif6, Kif9, Kip1

Kif22, Kid,
Nod

Smy1, Kif26A,
Vab-8
Krp180, Klp-
10, Xklp2,
HklIp2, Kif12,
Kif15
Kif2A,B,C,
MCAK,
KIp10A,
Klp57C,
XKCM1, Dsk1
Ncd, CHO2,
Xctk2, Kar3,
KlpA, KifC2,
KifC2, Kata

Struttura

Eterotetramero:
2HCe2LC

Etero e
omotetramero

Dimero

Non confermato,

dimero?

Tetramero
bipolare

Dimero o
tetramero

Dimero
Non confermato,

dimero

Sconosciuta

Monomero

Sconosciuta

Sconosciuta

Omodimero

Dimero

Motilita in vitro

Diretta verso
I'estremita positiva,
processiva, motilita
hand-over-hand

Diretta verso
I'estremita positiva,
veloce, processiva,
variabile in base alla
composizione
dell’eterodimero
Diretta verso
I'estremita positiva,
veloce.

Diretta verso
I'estremita positiva,
inibisce dinamiche
Impacchettamento,
scorrimento parallelo e
antiparallelo

Diretta verso
I'estremita positiva,
scorrimento
antiparallelo del
microtubulo

Diretta verso
I'estremita positiva,
processiva
Depolarizzazione
lunghezza-dipendente,
incrementa la
catastrofe e l'uscita,
dinamicita diminuita
Sconosciuta

Debole, diretta verso
I'estremita positiva,
oppure non mobile

Sconosciuta

Lenta, diretta verso
I'estremita positiva

Depolimerizzatore,
promuove la catastrofe

Diretta verso
I'estremita negativa,
non processiva,
scorrimento di
microtubuli
antiparalleli,
impacchettamento,
depolarizzatore

Funzione nella
mitosi

Funzione sconosciuta
nella mitosi, ma media la
traslocazione del fuso
meiotico alla corteccia
dell'oocita nella meiosi di
Caenorhabditis elegans
Mutazioni dominanti
negative portano
allaneuploidia e a fusi
multipolari

Interagisce con PRC1,
implicata nell’'ultima fase
della citochinesi.
Congressione,
assemblaggio del fuso,
citochinesi
Allungamento del fuso,
assemblaggio,
congressione
Assemblaggio del fuso,
allungamento del fuso,
posizionamento solco di
scissione, regolazione
dell’assemblaggio nella
zona centrale del fuso,
citochinesi
Congressione

Congressione, dinamiche
delle fibre del cinetocore,
dinamiche centrali del
fuso mitotico

Soppressore tumorale,
flagellare
Congressione,
compattazione del
cromosoma,
posizionamento del
cromosoma meiotico
Non identificata

Separazione del
centrosoma,
posizionamento del fuso,
interazione con Ki-67
Congressione, correzione
errore, incremento
turnover di fibre-K

Assemblaggio fuso
bipolare, focalizzazione
del polo, regolazione della
lunghezza e del numero
dei microtubuli



| diversi membri della famiglia delle chinesine svolgono funzioni molto
specifiche. Alcuni di essi sono coinvolti nel trasporto assonale, mentre altri
vengono attivati esclusivamente durante la mitosi [10, 11]. Delle 45
chinesine umane, almeno 12 svolgono varie funzioni durante la mitosi,
compreso l'assemblaggio del fuso bipolare, I'allineamento dei cromosomi,

la loro segregazione e la citocinesi (Figura 3).

in hase pro hase
Eg5
ﬁ-
Kif2A
KiHC1 MCAK
nilidne-li
Kif4B
Kif18
telophase MKLP1
MKLP2
-—

Figura 3 - Le proteine motrici chinesine nelle varie fasi della mitosi. Le immagini
mostrano il DNA cromosomico delle cellule HeLa che esprimono una proteina di fusione
dell'istone-GFP.
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3 - Assemblaggio del fuso

Per garantire I'assemblaggio di un fuso funzionale, la cellula deve
costruire un singolo schieramento bipolare di microtubuli che richiede in
genere l'integrazione dei microtubuli generati in siti spazialmente distanti.
Negli eucarioti superiori, i microtubuli del fuso sono nucleati da centri di
organizzazione del microtubulo (MTOCs o centrosomi) o attraverso la via
mediata dalla cromatina. Nella crescita e nella divisione del lievito, i corpi
dei poli del fuso (SPBs), incorporati nella membrana nucleare, nucleano i
microtubuli del fuso. Nelle cellule che hanno i centrosomi, le fasi iniziali
dellassemblaggio del fuso sono segnate dalla separazione motore-
dipendente e dal movimento dei centrosomi ai poli opposti del nucleo
profasico (Figura 4A). La successiva degradazione della membrana
nucleare permette ai microtubuli nucleati nei centrosomi di entrare nello
spazio nucleare. Le estremita di crescita (positive) del microtubulo
esibiscono una instabilita dinamica, caratterizzata da rapide transizioni fra
allungamento e accorciamento [12]. Questa caratteristica permette loro di
farsi spazio efficacemente e di stabilire legami con i cromosomi, con la
corteccia cellulare e altri microtubuli [13-15]. Studi di mitosi in cellule
animali suggeriscono che la via di formazione del fuso chromosome-
directed contribuisca allassemblaggio del fuso anche in cellule che
contengono i centrosomi [16, 17]. L’insieme di questi processi determina

la formazione di un unico fuso.
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Figura 4 - Via di assemblaggio del fuso negli eucarioti. Le vie di assemblaggio del fuso
sono tipicamente definite dalla fonte dei microtubuli utilizzati per costruire il fuso. Alcuni
sistemi mitotici si affidano maggiormente ad una delle due vie, ma I'assemblaggio del
fuso probabilmente coinvolge entrambi i microtubuli centrosoma- e cromosoma-nucleati.
(A) — L’'assemblaggio del fuso nelle cellule polmonari di tritone & dominato da microtubuli
centrosoma-derivati. Le immagini sono tratte da campioni fissati in momenti diversi
dell'assemblaggio. Negli stadi iniziali della profase, i microtubuli astrali (verdi) provengono
da un paio di centrosomi (freccia bianca) che sono raggruppati in un singolo locus, su un
lato del nucleo che contiene i cromosomi condensati, marcati in blu (i). | centrosomi sono
sucessivamente separati dallo scorrimento motore-dipendente microtubulo-microtubulo
(es.: chinesina-5 in siti di sovrapposizione antiparalleli) (ii). Dopo la dissoluzione della
membrana nucleare, i microtubuli divisi dai centrosomi possono cercare e catturare
strutture come i cinetocori e altri microtubuli adottando una forma simile al fuso (iii).
L’assemblaggio acentrosomico del fuso, mostrato in (B), & caratterizzato da una intensa
nucleazione del microtubulo intorno alla cromatina (o “filo a collana di perle” nell’esempio
mostrato). | microtubuli nucleati sono arrangiati da meccanismi di filamenti scorrevoli fino
a formare due loci prominenti di estremita negative focalizzate, i precursori dei poli del
fuso (ii). Infine, la densita del polimero microtubulo si equilibra e i motori continuano a
tenere sotto controllo gli schieramenti di microtubulo fino a quando non si forma una
conformazione bipolare fusiforme tipica del fuso (iii).
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Al contrario delle cellule che possiedono i centrosomi, quelle che ne sono
sprovviste si affidano esclusivamente alla via chromosome-directed, nella
quale i microtubuli sono nucleati e stabilizzati rispettivamente vicino ai
cromosomi e ai cinetocori attraverso Ran GTPasi [18, 19] e al complesso
dei passeggeri cromosomici (CPC) [20, 21]. Nelle cellule animali,
'assemblaggio del fuso chromosome-mediated comincia dopo la
dissoluzione della membrana nucleare con una intensa polimerizzazione
del microtubulo vicino ai cromosomi. Questi microtubuli si estendono in
tutte le direzioni verso I'esterno del raggruppamento di cromosomi (Figura
4B). Rispetto allassemblaggio centrosome-directed, € meno chiaro come
venga risolta questa iniziale asimmetria e stabilita la bipolarita. Tuttavia,
col tempo, questi microtubuli orientati casualmente vengono organizzati e
legati in schieramenti simmetrici e antiparalleli, con le estremita negative
ai lati opposti dei cromosomi; questo avviene per mezzo delle proteine
motrici e non motrici del microtubulo [22, 23]. L'intero assemblaggio infine
assume una conformazione fusiforme, con le estremita positive
interdigitate vicino ai cromosomi e quelle negative focalizzate ai poli [24,
25].

La costruzione di una qualsiasi struttura con blocchi dinamici presenta una
sfida unica, in particolare se la durata della sua vita deve essere superiore
a quella dei suoi componenti. Questo € il caso del fuso e dei relativi
microtubuli dinamici che lo compongono. Cio richiede che una volta che
un fuso bipolare e stato costruito, la sua forma deve essere mantenuta.

Come questa stabilita sia realizzata con polimeri instabili € una questione

12



fondamentale nel campo dei meccanismi del fuso. Anche se siamo molto
lontani da una comprensione concettuale completa, € chiaro che i motori

del microtubulo svolgono un ruolo estremamente importante.

4 - Meccanismi di funzionamento dei filamenti scorrevoli

I motori del microtubulo sono macchine proteiche che convertono I'energia
liberata dallidrolisi del’ATP in un graduale movimento lungo i microtubuli.
Un determinato tipo di motore presenta in genere una velocita massima
caratteristica (quando non € carico) e un orientameto preferito del
movimento lungo il microtubulo, cioé si muove prevalentemente verso
I'estremita positiva che si accresce piu velocemente (plus-end directed) o
verso I'estremita negativa relativamente stabile (minus-end directed) del
polimero polare. Diversi tipi di carichi sono trasportati lungo i microtubuli. |
motori possono agire tramite legami crociati dinamici, muovendo i
microtubuli uno verso laltro. Questa & la base del funzionamento dei

filamenti scorrevoli del’assemblaggio del fuso [26].
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Figura 5 - Basi dei meccanismi di scorrimento dei filamenti. L'orientamento dei
microtubuli legati con legami crociati e la direzionalita preferenziale dei motori
determinano come i meccanismi di scorrimento dei filamenti contribuiscano
al’assemblaggio e al mantenimento del fuso. In (A), i microtubuli che sono sovrapposti
alle estremita positive con un’orientamento antiparallelo, che si verifica comunemente nei
pressi della zona mediana del fuso, sono spinti verso I'esterno (verso i poli) per mezzo di
motori chinesine-5 con direzionalitd positiva. Le frecce bianche indicano la direzione
risultante dello scorrimento del microtubulo. Al contrario, i motori con direzionalita
negativa, come la dineina e i membri della famiglia chinesina-14, agirebbero per
ravvicinare le estremita negative degli stessi microtubuli (B). Si pensa che |l
bilanciamento di queste forze opposte contribuisca a realizzare la lunghezza dello stato
stazionario del fuso. L’altra estremita degli orientamenti del microtubulo € allineata in
modo parallelo (C). In questa geometria I'effetto del motore sullo scorrimento del
microtubulo dipende dal fatto che il motore "si blocca" una volta raggiunta una estremita
del microtubulo. Un motore con simmetria bipolare come la chinesina-5 si potrebbe
legare e muoversi in modo processivo, lungo entrambi i microtubuli che lega con legami
crociati, senza produrre uno scorrimento relativo. In questo modo il motore potrebbe
agire per impacchettare microtubuli paralleli legandoli assieme a “cerniera”. Per un
motore asimmetrico come la dineina, la quale si lega ai microtubuli in modo statico non-
motore, I'effetto del legame della sua estremita non-motrice a qualsiasi microtubulo porta
ad una forza netta pari a zero (ad esempio, i due motori sul lato destro dei microtubuli
legati in modo crociato hanno effetti uguali ed opposti sullo scorrimento del microtubulo,
non producendo nessuno scorrimento o forza). Tuttavia, una maggiore affinita di legame
del motore all’estremita negativa del microtubulo, permetterebbe lo scorrimento e la fine
dell’'allineamento.
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L“unitd” di scorrimento fondamentale di uno schieramento interconnesso
di microtubuli, come il fuso, € una coppia di microtubuli legati in modo
crociato da un singolo tipo di motore (Figura 5). In questo semplice
sistema, la direzionalita preferita del motore e [lorientamento dei
microtubuli determinano la disposizione spaziale finale. Consideriamo due
microtubuli giustapposti di lunghezza equivalente e inizialmente orientati in
una configurazione antiparallela, cioe con I'estremita positiva di un
microtubulo allineata con quella negativa di un altro (Figura 5A; [27]).
L'azione di un motore con direzionalita positiva (ad esempio la chinesina-
5), funzionerebbe per allineare l'estremita positiva, spingendo quella
negativa in senso opposto. Al contrario, il motore con orientamento
negativo (es. dineina o un membro della famiglia di chinesina-14) farebbe
scorrere I'estremita negativa verso un’altra e spingerebbe quella positiva
in senso opposto (Figura 5B). Se gli stessi microtubuli fossero inizialmente
allineati, ma con orientamenti paralleli (Figura 5C), non si verificherebbe
alcuno scorrimento reciproco, indipendentemente dalla direzionalita del
motore coinvolto. Tuttavia, lo scorrimento parallelo, rilevato nel trasporto
dineina-dipendente dalle origini del microtubulo polare verso i poli [28], &
stato osservato all’'interno del fuso. Questa motilita & similmente prodotta
dai motori con direzionalita negativa legati alle estremita negative dei
microtubuli paralleli dove le estremita non sono allineate. Questo
suggerisce implicitamente che le cinetiche di legame dei motori
all’estremita del microtubulo possono differire da quelli collocati lungo il

microtubulo.
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4.1 - Flusso del microtubulo verso il polo

Una delle due manifestazioni piu evidenti dei meccanismi di scorrimento

dei filamenti all’interno del fuso ¢ il flusso del microtubulo. Il flusso, lento
movimento (~1-4 pum/min) diretto verso il polo dei microtubuli, & guidato

prevalentemente dai motori del microtubulo della famiglia delle chinesine-
5 (Eg5 in Xenopus [29], KIp61F in drosophila [28, 30]). | motori chinesine-
5 formano complessi omotetramerici con un dominio astiforme centrale
fiancheggiato da una coppia di domini di legame globulari [31]. Questi
complessi motori legano in modo crociato microtubuli antiparalleli con
terminali sovrapposti e sono in grado di muoversi allo stesso tempo lungo
ciascun microtubulo crociato (Figura 5A), spingendo le estremita negative
in senso opposto [32]. L’attivita dei motori chinesine-5 nello scorrimento
antiparallelo dei microtubuli & legata sia allo stabilirsi della bipolarita, sia
alla regolazione della lunghezza del fuso dello stato stazionario. La
perturbazione della funzione del motore chinesina-5 impedisce la
separazione del centrosoma nelle cellule animali che ne sono provviste,
causando la formazione di astri anormali del microtubulo con singoli poli
(monopoli; [33, 34]). La funzione della chinesina-5 & importante anche
nello stabilirsi della simmetria bipolare dei sistemi che non hanno i
centrosomi, dove l'inibizione del motore durante I'assemblaggio del fuso
causa la formazione di monopoli [35, 36]. Il motore svolge un ruolo
cruciale anche nel mantenimento della morfologia del fuso una volta che e

stato costituito: I'inibizione del motore dopo I'assemblaggio del fuso ne
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causa l'accorciamento e, se sufficientemente efficace, determina il

collasso del fuso in monopoli [37].

4.2 - Formazione del polo all’estremita negativa

L’altro importante meccanismo di scorrimento dei filamenti all’'interno del
fuso e la formazione del polo attraverso I'allineamento e la focalizzazione
dell’estremita negativa del microtubulo [19, 25, 38-40]. Questo processo e
mediato dai motori con direzionalita negativa della famiglia delle
chinesine-14 (HSET negli umani [41], XCTK2 in Xenopus [39], non-clared
disjunction (Ncd) nella Drosophila [42]) e anche dalle dineine
citoplasmatiche [19, 43]. Al contrario di quanto avviene per la chinesina-5,
la struttura di questi complessi motori non € bipolare o tetramerica. Esse
possiedono tipicamente due domini per il legame attivo col microtubulo ad
un’estremita, che scorre lungo un singolo microtubulo, mentre laltra
estremita € passivamente legata ad un microtubulo adiacente (Figura 5B,
C). La valenza richiesta per i legami crociati del microtubulo e lo
scorrimento, € ottenuta da ulteriori domini di legame per il microtubulo
allinterno della stessa proteina motrice [44], oppure attraverso proteine
accessorie (come la dinactina [45] o NUMA nel caso della dineina [43]).
Non e chiaro se i meccanismi di focalizzazione del polo si basino
esclusivamente sullo scorrimento parallelo del microtubulo o se i motori

responsabili agiscano anche in regioni di sovrapposizioni antiparallele [46-
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48]. Tuttavia, come menzionato in precedenza, lo scorrimento parallelo
microtubulo-microtubulo attraverso motori con direzionalita negativa
richiede differenti cinetiche di legame alle estremita del microtubulo,
specialmente alla relativamente stabile estremita negativa [19, 27]. La
base molecolare per queste differenze rimane un mistero, in parte a causa
della mancanza di un marcatore molecolare specifico per le estremita
negative, le quali si pensa siano rivestite dai complessi di nucleazione y-
Tur del microtubulo [49] e possano anche essere associate con membri
del complesso augmin recentemente caratterizzato, il quale svolge un
ruolo chiave nella nucleazione dei microtubuli mediata dal fuso [50-52].
Percido, non siamo ancora in grado di comprendere come le proteine
motrici con direzionalita negativa, attraverso i propri domini o quelli di
proteine accessorie, interagiscano con le estremita negative del

microtubulo.

4.3 - Antagonismo motore e lunghezza del fuso

Vi & una sostanziale evidenza sperimentale, in una varieta di organismi
eucariotici, che supporta l'antagonismo motore come un mezzo per
regolare lo stato stazionario della lunghezza del fuso. In generale, si
pensa che la funzione della chinesina-5 sia quella di allungare il fuso
(forze dirette verso I'esterno), mentre i motori con direzionalitd negativa,

come la dineina e la chinesina-14, funzionino per promuoverne
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I'accorciamento (forze dirette verso I'interno) [37, 53-55]. Tuttavia, la base
meccanicistica di questo antagonismo non € molto chiara. Alcuni modelli
ipotizzano che motori con polarita opposte si antagonizzino a vicenda
direttamente ai siti di sovrapposizione antiparallela [47, 48, 53]. Sono stati
utilizzati test in vitro di motilitd competitiva per studiare come le azioni di
due motori con polarita opposte possano influire sullo scorrimento del
microtubulo [56, 57]. Nel lavoro di Tao e colleghi [56], la chinesina-5
(Klp61f) e Ncd sono stati disposti su vetrini ed € stato variato il numero di
un motore rispetto all’altro. In un ampio intervallo di rapporti molari, la
velocita di scorrimento e la direzionalita sono state dominate da un
motore. Quando la quantita relativa del motore opposto meno abbondante
e stata incrementata, la velocitd di scorrimento é rallentata,
coerentemente allidea che motori opposti agiscano come “freni”
molecolari [58]. Solo in una piccola serie di rapporti molari la velocita di
scorrimento oscilla intorno a zero. Alla luce di questi risultati, e
interessante il fatto che i microtubuli di fusi estratti da Xenopus possano
fluire a velocita simili a quelle osservate per il motore non carico in vitro,
almeno vicino alla zona centrale del fuso [32, 59], suggerendo che
'antagonismo antiparallelo mediato dai motori con direzionalita negativa
abbia un effetto minimo sulla velocita dello scorrimento, oppure che altri
meccanismi contribuiscano a generare la forza richiesta per lo
scorrimento.

Altri modelli per la lunghezza del fuso suggeriscono un diverso tipo di

meccanismo di scorrimento dei filamenti per spiegare I'antagonismo dei
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motori, nei quali le forza di focalizzazione del polo alle estremita negative
del microtubulo oppongono forze di flusso prodotte da chinesina-5 ai siti
sovrapposti con estremita positive [60]. Questi modelli di “scorrimento e
accorciamento” sono basati su osservazioni di fusi estratti da Xenopus e
necessitano delle estremita negative del microtubulo per essere ripartiti
lungo tutto il fuso [61], una condiziona che puO essere specifica
nell’architettura dei fusi meiotici che si basano fortemente sulla via di
assemblaggio chromatine-directed. Qui le forze della chinesina-5
dominano vicino alla zona centrale del fuso, dove la disposizione dei
microtubuli offre la pit grande opportunita di sovrapposizione antiparallela
delle estremita positive del microtubulo. Vicino ai poli, dove sono
prevalenti gli orientamenti paralleli del microtubulo, dominano le forze di
accorciamento delle estremita negative mediate dalla dineina. Gli autori
sostengono che questo spieghi le differenze regionali delle velocita di
flusso, le quali rallentano in prossimita dei poli. Tuttavia, il modello richiede
che la velocita di flusso si riduca a zero vicino al polo e a tal proposito vi &
qualche discrepanza in letteratura.

Le velocita di flusso piu lente vicino al polo possono anche derivare da
differenze della funzione del motore a causa di cambiamenti di
orientamento del microtubulo o alternativamente a regolazioni spaziali

delle attivita del motore all'interno del fuso [62, 63].
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5 - Struttura della chinesina-5

La chinesina-5 & una proteina omotetramerica, con ciascuna subunita
contenente un dominio motore N-terminale detto “head”, un dominio
centrale detto “stalk” e un “tail” C-terminale. Si pensa che gqueste subunita
si dispongano in omotetrameri bipolari, con un paio di domini motore su
entrambe le estremita [64].
Il dominio motore N-terminale della chinesina-5 é costituito da circa 350
residui ed ha tutti gli elementi strutturali conservati che formano il motore
di ogni chinesina. Tutti i domini motori delle chinesine hanno una struttura
beta-sheet affiancata da alfaeliche. Queste proteine condividono anche
alcuni elementi strutturali critici che portano a cambiamenti
conformazionali a partire dall’idrolisi del nucleotide. Molte di queste
caratteristiche strutturali sono di particolare interesse per le chinesine-5 e
sono descritte qui di seguito (Figura 6).
e Cover strand: € un breve segmento di ~5-10 residui situato nella
regione N-terminale del dominio motore. Questo elemento non sempre
e visualizzato nelle strutture cristalline della chinesina, ma ha
dimostrato di essere fondamentale per il movimento dei motori della
kinesina-1. 1l cover strand forma un breve segmento beta-sheet,
denominato “cover-neck bundle”, con il neck linker durante il
movimento in avanti sia della chinesina-1 che della chinesina-5 umana,
EgS.
e Loop 5: l'alfaelica 2 di tutti i motori chinesine si interrompe con un corto

loop, chiamato loop 5, vicino alla tasca per il nucleotide. La sequenza
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di questo loop e specifica per le diverse famiglie di chinesine, e non e
chiaro se il loop 5 abbia una funzione conservata per tutte le chinesine.
Nel motore chinesina-5, il loop 5 & implicato nel rilascio dellADP, nella
comunicazione dei cambiamenti di stato del nucleotide al neck linker e
nel legame del microtubulo con le regioni del dominio motore.

Switch | e Switch II: sono elementi conservati nucleotide-sensing che si
ritrovano in tutte le chinesine, miosine e piccole GTPasi. Si € visto che
questi elementi svolgono un ruolo nei cambiamenti conformazionali
indotti dal nucleotide. Switch | € importante per mediare la liberazione
del nucleotide, che in questi enzimi é stimolata da fattori di scambio.
Molti inibitori allosterici di Eg5, come S-trifenilmetil-L-cisteina (STLC)
(Figura 6B), si legano in una tasca fra il loop 5, le eliche a 2, a 3, e
switch 1 e incidono fortemente sul rilascio di ADP microtubulo-
stimolato. Switch Il comunica i cambiamenti di stato del nucleotide del
motore all'elica relay all'interno del sito di legame per il microtubulo e al
neck linker, che spinge in avanti la maotilita.

Neck linker. Il neck linker subisce cambiamenti conformazionali
nucleotide- e microtubulo-dipendenti che portano al movimento diretto
di tutti i motori chinesine. Si pensa che questo movimento diretto sia
coordinato “passo per passo” dai domini motore sia per la chinesina-1
che per la chinesina-5, Eg5, e che il neck linker sia cruciale per questa

coordinazione fra le teste dei motori.
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Figura 6 - (A) Diagramma a barre della chinesina-5, sono mostrati i domini conservati e i
siti di fosforilazione noti. BImC Box in rosso. Il dominio BASS é stato identificato solo
nellomologo di D. melanogaster Klp61F ed & mostrato in grigio e bianco. | siti di
fosforilazione delle teste sono stati ritrovati solo negli omologhi della chinesina-5 di
animali diversi dai mammiferi. Questi sono indicati con linee tratteggiate insieme al
relativo omologo. | siti di fosforilazione dello stalk sono conservati nei motori chinesine-5
dei metazoi e sono mostrati in linee continue. (B) A sinistra, la struttura della head di Eg5
mostra il loop 5 e il sito di legame per gli inibitori allosterici. Questo punto di vista sarebbe
top-down per il sito di legame col microtubulo della head di Eg5, con I'estremita positiva
del microtubulo al di sopra, come indicato. A destra, vista laterale, con I'estremita positiva
del microtubulo verso destra. Il sito di legame per il microtubulo & nel fondo della
molecola. Il neck linker & contrassegnato in arancione. Il cover strand non & ordinato in
questa struttura, ma la sua posizione approssimativa &€ mostrata con linee tratteggiate.

23



La chinesina-5 non richiede solo le head enzimatiche per formare legami
crociati e far scorrere i microtubuli, ma ha bisogno anche dei domini non
motori stalk e tail. Il dominio centrale stalk della chinesina-5 orienta le
subunita del motore di un’altra proteina motrice. Dimeri dei domini motori
possono essere formati utilizzando il dominio motore N-terminale e meta
dello stalk (residui 1-513 nella chinesina umana Eg5; Figura 6A).
Utilizzando la microscopia elettronica e la risonanza paramagnetica
elettronica del Klp61F di Drosophila, e stato individuato un gruppo bipolare
(‘'BASS') verso la fine del dominio C-terminale dello stalk (residui 671-791)
che consente a due dimeri di associarsi in modo anti-parallelo per formare
omotetrameri bipolari.

Il tail C-terminale della chinesina-5 sembra avere due funzioni importanti:
quella di aiutare la localizzazione del motore nella mitosi e di aumentare
I'affinita del motore per i microtubuli. Questa localizzazione dipende dal
BimC box, un tratto di 20 residui nel tail C-terminale del motore, che
contiene un sito per la chinasi M-CDK al residuo Thr926 di Eg5
umana/Thr937 di Eg5 di Xenopus. | tails di tutti i motori chinesine-5 note
ad eccezione di S. pombe Cut7 sembrano essere fosforegolate da M-

CDK.
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6 - Funzione e inibizione della chinesina mitotica KSP (Eg5)

L'interesse nelle chinesine mitotiche come target per i farmaci antitumorali
e iniziato con l'identificazione di una piccola molecola, il monastrolo, un
inibitore selettivo della proteina motrice chinesina-5 (KSP, chiamata anche
Eg5). Il monastrolo é stato isolato in uno screening fenotipico mirato a
identificare composti antimitotici che non interferiscono direttamente con la
dinamica del microtubulo [65]. Il trattamento delle cellule con il monastrolo
blocca la separazione del centrosoma, dal quale deriva un fuso a forma
monoastrale che é circondato dai cromosomi condensati in una

configurazione a rosetta (Figura 7).

Mator Domain Stalk Tail

Homotatramer

Bipolar spindle  Monoastral spindle

Figura 7 - (A) Rappresentazione schematica della chinesina motrice-5 KSP. (B) Modello
della funzione di KSP. (C) Rappresentazione schematica di un fuso bipolare normale in
metafase e di un fuso astrale causato tramite inibizione di KSP.
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La Kinesin Spindle Protein (KSP) & un motore omotetramerico del
microtubulo diretto verso l'estremita positiva [66, 67]. Attraverso la sua
stuttura tetramerica, KSP pud formare legami crociati con i microtubuli
antiparalleli attraverso due domini motori che interagiscono con ciascuno
dei filamenti (Figura 7). Dal movimento verso il polo positivo di KSP deriva
lo scivolamento delle fibre legate con legami crociati in direzioni opposte
[68]. Nella mitosi, lo scivolamento KSP-mediato dei microtubuli che
emergono dai centrosomi duplicati € essenziale per l'instaurarsi di un fuso
bipolare. Gli studi iniziali nella Drosophila e nello Xenopus hanno
dimostrato che l'inattivazione dei rispettivi omologhi di KSP, KLP61F e
Eg5, attraverso una mutazione o mediante iniezione di anticorpo,
impedisce la separazione del centrosoma e conduce all'arresto della
mitosi con formazione di un fuso monoastrale [69, 70]. Allo stesso modo,
I'inibizione selettiva di KSP attraverso l'iniezione dell'anticorpo nelle cellule
umane provoca un arresto mitotico con fenotipo monoastrale [71]. Il ruolo
funzionale di KSP si riflette anche nel suo profilo di espressione. KSP non
e rilevabile nel tessuto adulto di non-proliferazione, mentre I'espressione e
elevata durante lo sviluppo nel tessuto di proliferazione. Dalla perdita della
funzionalita di KLP61F di Drosophila, per mezzo di mutazione, deriva la
mortalita embrionale. Piu recentemente sono state studiate le
conseguenze del silenziamento del gene nel topo. Mentre i topi mutanti
eterozigoti hanno fenotipo normale, gli embrioni omozigoti per una perdita
di un allele funzionale muoiono presto durante I'embriogenesi prima della

fase di impianto [72, 73]. Questi risultati dimostrano chiaramente che la
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funzione di KSP é essenziale per la proliferazione delle cellule. 1l ruolo di
KSP nelle fasi iniziali della mitosi rende questa chinesina un obiettivo
molto  attraente  per [linibizione farmacologica. Inoltre, una
sovraespressione di KSP é stata riscontrata in varie leucemie e tumori
solidi umani; tuttavia € importante notare che questo e stato visto spesso
nel contesto di un alto indice mitotico, con un conseguente aumento
nell'espressione di altri indicatori mitotici, e puo riflettere semplicemente
un tasso proliferativo piu alto [74, 75]. Castillo e colleghi hanno dimostrato
il ruolo principale che la sovraespressione di Eg5 ha nella genesi
tumorale, mostrando che i topi transgenici con una sovraespressione del
KSP sono inclini allo sviluppo di vari tumori [76]. Gli elevati livelli di KSP
nei topi transgenici interferiscono con la normale funzione del fuso e da
guesto deriva una mancata separazione del cromosoma e Il'aneuploidia,
un elemento caratteristico del cancro umano. E stata osservata una
significativa sovraespressione di Eg5 nei topi transgenici, ma il suo ruolo
fisiologico nella regolazione del tumore non e chiara. Saijo e colleghi
hanno notato una correlazione fra I'espressione di Eg5 nei tumori del
polmone e la risposta alla chemioterapia, e I'espressione di Eg5 é stata
correlata con quella dell'indicatore mitotico cyclin B1 [77]. | pazienti con i
tumori Eg5-positivi hanno risposto significativamente meglio ad un regime
terapeutico che associa farmaci antimitotici alla chemioterapia del platino.
Dalla scoperta del monastrolo si & sviluppata una varieta di inibitori di
KSP potenti e selettivi. Questi si sono dimostrati efficaci in una grande

varieta di cellule tumorali, sia nelle colture cellulari che nei modelli di topi
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xenograft [78-83]. Risultati recenti hanno anche dimostrato che gli inibitori
di KSP sono efficaci nelle cellule tumorali resistenti al paclitaxel [80].

Anche se é ancora in fase di studio, & evidente che l'attivazione della via
apoptica intrinseca svolge un ruolo importante. L'inibizione continua di
KSP conduce all'attivazione della proteina proapoptotica Bax, alla
depolarizzazione della membrana mitocondriale e all'attivazione di caspasi
[84-86]. Tao e colleghi hanno suggerito che linduzione dell'apoptosi
richiedesse l'attivazione del checkpoint del fuso insieme all'arresto della
mitosi [85]. Tuttavia, gli studi successivi eseguiti utilizzando time-lapse
video microscopy, indicano chiaramente che le celle tumorali possono
andare in apoptosi direttamente dall'arresto mitotico [81, 87, 88]. Per le
cellule HeLa questo e chiaramente il risultato predominante dell'inibizione
di KSP e il co-trattamento con un inibitore delle caspasi provoca un
arresto della mitosi. Tuttavia molte linee cellulari mostrano una
considerevole variazione della loro risposta, esibendo sia la morte per
mitosi, sia il blocco della mitosi seguita da senescenza, dalla morte delle
cellule, o dalla ciclizzazione interna. Nelle cellule con mitosi bloccata i
centrosomi non separati bloccheranno la citocinesi, di modo che la cellula
emergente avra un contenuto cromosomico 4N. Questa variazione nella
risposta puo essere collegata alle differenze nell'espressione di fattori pro-
oppure anti-apoptici nelle varie cellule tumorali testate. Per esempio nello
studio di Shi e colleghi [87], la sensibilita all'apoptosi sembra correlata alla
perdita della proteina anti-apoptica XIAP, e Gascoigne e Taylor [88] hanno

proposto un modello in cui il destino delle cellule in mitosi, in risposta agli
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agenti antimitotici, € determinato dall'equilibrio fra due vie che concorrono
tra loro: una coinvolta nellinduzione dell'apoptosi e laltra nella
degradazione di cyclina B1. La sovraespressione di Bcl-XL e capace di
proteggere le cellule A549 dall'apoptosi e dall'uscita anormale delle cellule
dalla fase G1 dopo un arresto prolungato. E importante notare che la
risposta apoptica delle cellule A549 all'inibizione di KSP puo ripristinare lo

svuotamento RNAi-mediato del Bcl-XL.
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7 - Inibitori della kinesina mitotica

Nella letteratura scientifica e brevettale sono stati riportati molti inibitori di
KSP (Eg5), e la maggior parte di essi, ha in comune un sito di legame

allosterico.

Diidropirimidine (DHPM)

L’(S)-monastrolo (1, Figura 8) é stato il primo inibitore specifico di Eg5 ad
essere stato scoperto (ICso= 30 uM) [33]. L’(S)-monastrolo € un inibitore
allosterico non competitivo dellATP che si lega in una regione distante
12A dal sito di legame per I'ATP, fra I'elica a 3 ed il loop di inserzione L5
dell'elica a 2 [89]. Gli inibitori che si legano in questa regione sono
altamente selettivi per Eg5 dal momento che questo € un sito di legame
che non sembra essere presente in altre chinesine.

I monastrolo €& stato identificato da Mayer e colleghi mediante uno
screening fenotipico, progettato per trovare agenti antimitotici che non
interferissero col microtubulo. Si e visto che (S)-monastrol & un inibitore
piu potente (potenza 15 volte maggiore) dell’enantiomero-(R) [90].

A partire dalla sua scoperta nel 1999, sono emersi molti articoli scientifici
che ne hanno descritto la sintesi e la separazione enantiomerica [91-95].
Nel 2010, Blasco e colleghi hanno descritto la prima sintesi biocatalitica
enantioselettiva di (S)-monastrolo per via enzimatica. Il metodo si basa

sull’utilizzo di una lipasi di Candida rugosa, la quale ha mostrato
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un’elevata efficacia, ma una bassa enantioselettivita, per la risoluzione di
rac-O-butanoil monastrolo. Con questo metodo, (S)-monastrolo & stato
ottenuto con una resa del 98% e con un eccesso enantiomerico del 96%
[95]. La sua risoluzione € stata anche ottenuta mediante l'utilizzo di
diasteroisomeri N-3 ribofuranosil amidici [96]. E stata applicata per la sua
sintesi anche la condensazione enantioselettiva multicomponente Biginelli,
utilizzando un chirale riciclabile Yb triflato con un nuovo ligando chirale

esadentato [97].
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Figura 8 - Inibitori diidropirimidinici di Eg5.
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Il monastrolo inibisce lattivita ATPasica basale e microtubulo-mediata di
Eg5. Esercita questa attivita legandosi ad un sito allosterico del dominio
motore e quindi non compete col legame per 'ATP. La cristallografia ai
raggi X ha rivelato che la molecola si lega ad una tasca idrofobica fra il
loop L5 e l'alfaelica 3 (a3) (Figura 9) [98]. In seguito al legame con L5, il
monastrolo chiude il loop in una conformazione legata ad ADP,

rallentandone il rilascio e inibendo il turnover dellATP [98, 99].

Figura 9 - Strutture stereoisomere coinvolte nelle interazioni inibitorie. a) Eg5-(S)-
monastrol. b) complesso EG5-(R)-mon-97. Garcia-Saez e collegi [101].

Il monastrolo ha mostrato una potente attivita antitumorale nei confronti di
molte linee cellulari, con l'analogo tiocarbonilico piu attivo di quello
carbonilico; questo indica la relativa importanza dell’atomo di zolfo per
Iattivita antiproliferativa [100]. E stato riportato che I'analogo DHPM (3,4-
metilendiossi derivato) (Figura 8; 2) ha un’attivita citotossica piu marcata

del monastrolo nei confronti delle linee cellulari cancerose di melanoma
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(UACC-62), rene (786-0), mammella (MCF-7), ovaio (OVCAR-3) e colon
(HT-29) [100].

Inoltre, un cheto derivato del monastrolo, chiamato mon-97 (Figura 8; 3),
si e rivelato un potente inibitore antimitotico. Al contrario del monastrolo, si
e visto che solo I'enantiomero-(R) di mon-97 si lega al sito attivo di Eg5,
mentre I'enantiomero-(S) non si lega [101]. In realta, entrambi gli
enantiomeri (R) e (S) di mon-97 inibiscono I'Eg5 basale e microtubulo-
mediata con ICsy di 110 nM e 150 nM per I'enantiomero-(R) e di 150 nM e
520 nM per I'enantiomero-(S). Tuttavia, questa differenza é sufficiente per
la proteina Eg5 per selezionare I'enantiomero R rispetto allenantiomero S
[101].

Si e visto che il gruppo fenilico di mon-97, che sostituisce il gruppo etilico
del monastrolo, si lega ad una tasca idrofobica nel sito allosterico di Eg5 e
forma interazioni idrofobiche con i residui Glul16, Leul60, Leu214,
Glu215, e Arg221; questa tasca nel caso del monastrolo rimane vuota.

Gli analoghi di DHPM fluorastrolo (4, Figura 8), enastrone (5) e
dimetilenastrone (6) sono stati sviluppati da Gartner e colleghi come
potenti inibitori di Eg5 [102]. Dimetilenastrone si & dimostrato un inibitore 6
volte piu potente di enastrone. Inoltre si e visto che il fluorastrolo e 5 volte
piu potente di mon-97 e I'enantiomero-(R) mostra una potenza 30 volte
superiore a quella di (S)-fluorastrolo. Enastrone (IC50=200 nM dellATPasi
di Eg5) si e dimostrato essere da 10 a 100 volte piu potente del

monastrolo (ICsp= 30 pM) [102]. Dimetilenastrone mostra un’attivita
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antitumorale sia in vitro sia in vivo nei confronti delle cellule cancerose del
pancreas.

Dalla ciclizzazione dei residui estereo e metilico del monastrolo nel
chetone ciclico di enastrone e dimetilenastrone deriva una conformazione
rigida, che porta ad una migliore occupazione della sottotasca di Eg5
esposta al solvente. Llintroduzione di due gruppi metilici in
dimetilenastrone migliora I'attivita inibitoria di 6 volte rispetto ad enastrone.
Si e visto che sia enastrone, sia dimetilenastrone si legano ad Eg5
preferenzialmente nella configurazione (S). D’altronde, I'esame della
struttura cristallina del complesso Eg5-fluorastrolo mostra che (R)-
fluorastrolo € piu attivo dell’enantiomero (S).

Di conseguenza, monastrolo, enastrone, e dimetilenastrone costituiscono
la | classe di inibitori DHPM, nella quale la configurazione (S) predomina
su quella R. Mentre, mon-97 e fluorastrolo rappresentano la Il classe di
inibitori DHPM, dove la conformazione (R) € piu attiva di quella (S).
CPUYLO064 (7) €& stato sintetizzato come analogo diidropiranico di
monastrolo e dimetilenastrone. Questo composto si & dimostrato un
potente inibitore di Eg5 con ICsy di 100 nM. Ha una forte attivita
antitumorale dose- e tempo-dipendente sulla linea cellulare HepG2 del
carcinoma epatocellulare del fegato [103].

Tentativi di modifiche del gruppo tioureico della struttura di monastrol,
attraverso la fusione di un altro anello come il piperazolo, il tetrazolo o il
benzimidazolo, hanno portato alla completa perdita di attivita inibitoria nei

confronti di Eg5 [104].
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L’ottimizzazione chimica del monastrolo ha portato alla sintesi di 8, con
una potenza 5 volte maggiore del monastrolo nel bloccare le cellule in
mitosi [105]. D’altra parte, dall’'ottimizzazione chimica dell'inibitore
diidropirimidinico enastrone, attraverso l'introduzione di un atomo di bromo
nella posizione 2 del fenile, deriva il composto 9 con ICsp di 0.35 uM.

Il monastrolo ha dimostrato una limitata efficacia clinica a causa della sua
debole attivita inibitoria nei confronti di Eg5, e all’elevato dosaggio
richiesto per ottenere la morte cellulare desiderata; questo pud causare
degli effetti collaterali, tra cui la neurotossicita.

Tuttavia, si e visto che la “catastrofe mitotica” indotta dalle radiazioni
ionizzanti (IR) e un inibitore di CHK1 (UCN-01) é stata rafforzata dalla
combinazione con il monastrolo. In questo studio, I'inibitore di Eg5 & stato
utilizzato ad un dosaggio relativamente basso (100 mmol/L), insufficiente
a provocare da solo I'arresto mitotico. Tuttavia, la sua combinazione con
IR e UCN-01 é stata sufficiente a causare la “catastrofe mitotica”. Lo
studio ha dimostrato che e possibile utilizzare bassi dosaggi di inibitori di
Eg5 in combinazione all’abolizione del checkpoint in G2 quale efficace
terapia combinata, soprattutto per cellule resistenti alle radiazioni (IR) e

UCN-01 [106].
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S-trifenilmetil-L-cisteina (STLC)

La S-trifenilmetil-L-cisteina (STLC) (10, Figura 10) € un amminoacido non
naturale, economico ed enantiomericamente puro. E stato identificato nel
1970 come potente agente antitumorale nella leucemia murina in vivo
[107, 108]. Due decenni piu tardi, STLC é stato anche segnalato come
agente antimitotico, nonostatnte non fosse stato identificato il suo target.
STLC e stato anche descritto come potente agente anticancro in uno
screening sulla linea cellulare tumorale NCL 60 (Glso di 1.3 puM). E stato
indicato come una delle 171 molecole con un “grado particolarmente alto
di interesse” nel database del National Cancer Institute [109]. In seguito si
e scoperto che questo composto inibisce I'enzima Eg5, impedendo cosi la
separazione dei cromosomi duplicati e la formazione del fuso bipolare;
questi eventi bloccano il ciclo cellulare nella fase M con fusi mitotici
monoastrali, senza interferire con le fasi S e G2. STLC inibisce sia I'attivita
basale che quella microtubulo-mediata dellATPasi di Eg5 con un ICs
rispettivamente di 1 uM e 140 nM. STLC si lega ad un sito allosterico
formato dallelica a3-strand B5 e loop Lb5-elica a2 distante
approssimativamente 7 A dal sito nucleotidico di Eg5 [110].

STLC non ha stereospecificita, gli enantiomeri S e R sono equipotenti,
guesto potrebbe essere spiegato dal fatto che il gruppo carbossilico si
dirige all’esterno della tasca di legame.

Esaminando la SAR di STLC é stato evidenziato che la presenza del
gruppo triarilmetilico € essenziale sia per l'inibizione di Eg5, sia per

I'attivita citotossica [111]. Inoltre, la presenza del gruppo amminico libero e
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risultata essere fondamentale per l'attivita inibitoria e la sua protezione

tramite alchilazione o acilazione provoca la perdita dell’attivita.
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Figura 10 - Inibitori S-trifenilmetil-L-cisteinici di Eg5.

| composti in cui il gruppo carbossilico e stato convertito nei gruppi
ammidico o estereo, mantengono l'attivita inibitoria nei confronti di Eg5 e

mostrano una migliore attivita citotossica, probabilmente dovuta ad una
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maggiore permeabilita cellulare. La sostituzione del fenile, soprattutto
nella posizione para, con un alchile, un alcossile o un alogeno, migliora
notevolmente I'attivita inibitoria del’ATPasi di Eg5 e quella citotossica
[111, 112]. Nel p-metossifenil derivato 11 [I'attivita inibitoria del’ATPasi
(ICs0= 0.15 uM) e citotossica sono 10 volte maggiori rispetto al 10. Inoltre,
il p-trifluorometil derivato 12 ha dimostrato un incremento dell’attivita
ATPasica di Eg5 (ICso= 0,22 uM) di 7 volte rispetto a 10 con una potente
attivita anticancro nei confronti di molte linee cellulari tumorali [113]. Per
qguanto riguarda il sostituente in posizione para dell'anello fenilico, si e
constatato che piccoli gruppi, meno impediti stericamente, risultano piu
favorevoli rispetto a quelli piu ingombranti. Inoltre, il gruppo sostituente piu
piccolo mostra un’affinita piu bassa nei confronti di MDR, suggerendo che
essi possano avere un potenziale maggiore per superare la suscettibilita
della pompa di efflusso Pgp. Il derivato 11 si € rivelato capace di
prolungare la sopravvivenza di topi nudi con tumori xenograft alla vescica
e alla prostata [114, 115].

Nel 2010, Shimizu e colleghi hanno riportato la sintesi di 11 immobilizzata
su Sepharose perline (13) per dimostrare il legame diretto dei derivati di
10 all’Eg5 delle cellule cancerose [116]. L’acido carbossilico terminale e
stato identificato come gruppo essenziale per preservare I'attivita inibitoria
di Eg5. Il linker utilizzato € il polietilenglicole (PEG), solubile in acqua.
L’introduzione di questo linker di PEG ha mantenuto I'attivita inibitoria di
Eg5 (ICso= 0.29 pM). Il composto 13 é risultato capace di legare

efficacemente Eg5 dell’estratto proteico citoplasmatico della linea cellulare

38



del carcinoma del colon HCT116. Questa e stata la prima evidenza
dellinterazione dei derivati di 10 con Eg5 in cellula [116].

Nonostante la comprovata attivita citotossica di STLC, le sue scarse
proprieta fisico-chimiche hanno limitato l'uso di questo composto come
agente antitumorale. Questo potrebbe essere attribuito al carattere
anfifilico di STLC che provoca scarsa solubilita in acqua e quindi ridotta
permeabilita e biodisponibilita.

Le modifiche dei gruppi trifenilmetilico e cisteinico di STLC hanno portato
alla conformazione flessibile dei derivati cisteinolico (14) e cisteaminico
(15). In entrambi i composti manca la struttura zwitterionica di STLC, e
quindi hanno mostrato una migliore solubilita in acqua, una maggiore
attivita inibitoria (ICsp= 0.127 uM per 14, e IC50= 0.136 UM per 15) e una
maggiore potenza contro le linee cellulari tumorali NCI (con un incremento
medio di 35 volte).

Recentemente € stata studiata la sostituzione dell’eteroatomo (zolfo) con
atomi o gruppi isosteri (N, O, CHy) [117]. | risultati hanno mostrato solo
una debole attivita inibitoria per i derivati N- e O-trifenilmetilici. Mentre, gli
analoghi carboniosi (4,4,4-trifenilbutan-1-ammine) 16, 17 e 18 hanno
esibito un’attivita paragonabile a 10 nei confronti di Eg5. Inoltre, si sono
dimostrati stabili a pH 1,0 per 5 giorni. Per di piu, gli analoghi C-
trifenilmetilici hanno sviluppato una potente attivita antitumorale verso la
linea cellulare della leucemia umana K562.

Nel 2009, Kaan e colleghi hanno evidenziato che 10 si legava mediante

due interazioni principali al sito allosterico di Eg5 (Figura 11). Il gruppo
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idrofobico trifenilmetilico e inserito nel sito allosterico e forma interazioni
idrofobiche con le catene alchiliche laterali di Glu215, Glull6 e Argl119,
mentre la frazione idrofilica della cisteina e esposta al solvente e forma
legami a idrogeno con Glul17, Glul16 e Arg221 [118].

Nel 2012 e stata riportata una valutazione quantitativa delle interazioni di
10 nel sito di legame per gli inibitori di Eg5 [119]. La quantificazione e
stata fatta a livello molecolare utilizzando simulazioni MM/PBSA sulla
struttura cristallina del complesso ligando-proteina riportato in precedenza
da Kaan e colleghi. Sulla base del risultato ottenuto, si e arrivati ad una
migliore comprensione delle SAR del gruppo trifenilmetilico di 10. Si e
visto che sostituendo un anello fenilico con una porzione benzilica,
I'attivita inibitoria aumenta (il composto 19 ha una ICsy di 138 nM nei
confronti del’ATPasi di Egsg). E stato ottenuto un ulteriore miglioramento
mediante la sostituzione di un anello fenilico con 4-Cl o 3-OH a dare i
composti 20 e 21, con ICso del’ATPasi di Eg5 rispettivamente di 58 nM e
67 nM. Il gruppo benzilico incorporato potrebbe occupare una tasca
idrofobica nel sito di legame e questo permetterebbe un corretto
orientamento e un miglior legame dell’analogo di STLC. Lo studio ha
anche fornito evidenza del fatto che l'alto tasso di MDR per STLC é
dovuto al gruppo carbossilico e non a quello trimetilfenilico.

Nel 2010 é stata riportata una mutazione della tasca di legame di Eg5 da
parte di Tcherniuk e colleghi [120]. Questa mutazione pud causare
resistenza agli inibitori come STLC che agiscono legandosi ad essa. Si e

scoperto che il residuo D130, localizzato nel loop L5, € il responsabile di
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guesta resistenza. Uno studio precedente sulla variazione dell’attivita di
STLC, prodotta dalla mutazione del loop L5 di Eg5, ha mostrato che la
mutazione in L214A conferisce resistenza alle cellule nei confronti di
guesta molecola. [121]. D’altra parte, mutazioni in cinque punti del loop L5
di Eg5 (L214A, R119A, D130A, V210A, Y211A) aboliscono [lattivita

inibitoria di monastrolo.

Figura 11 - Configurazione stereocisomera che mostra STLC nella tasca di legame
inibitoria. Kaan e colleghi [118].
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B-carboline e carbazoli

Il derivato esaidro-imidazo[1,5-b]-B-carbolin-1,3-dionico HR22C16 (22,
Figura 12) é stato identificato tramite lo screening di una libreria composta
da 16000 small molecules, come potente inibitore di Eg5 (ICs0= 800 nM)
[122, 123]. HR22C16 e stato riportato come agente antimitotico che
induce la morte cellulare sia nelle cellule sensibili al taxolo, sia in quelle
resistenti [80].

Studi SAR degli analoghi di HR22C16 hanno indicato che alcune
caratteristiche strutturali sono necessarie per avere una potente attivita
inibitoria. Le tetraidro-pB-carboline sintetizzate contengono due centri chirali
e generalmente gli isomeri trans sono piu attivi di quelli cis. Inoltre, il
carbonio 11 (C11) dovrebbe avere la configurazione S. In aggiunta, il
gruppo 3-idrossifenilico sul carbonio 5 (C5) & essenziale per I'attivita e
diversi sostituenti sono tollerati sul carbonio 2 (C2) (gruppi alchilici,
benzilici, fenilici e o-trifluorometossifenilico). A partire da questi dati,
modifiche strutturali hanno portato all'identificazione del composto 23
(isomero trans) come potente e specifico inibitore di Eg5 (ICs50= 0.65 uM).
Questa molecola ha indotto un fenotipo monoastrale nelle cellule HelLa.

| derivati tetraidro-p-carbolinici 24 e 25 sono stati identificati da Novartis
Institutes for Biomedical Research, attraverso [I'ottimizzazione di uno
screening high-throughput di batteri, come potenti inibitori di Eg5 (ICso
rispettivamente di 58 nM e 0.175 uM) con forte attivita citotossica [124]. Si
e scoperto che la sostituzione del gruppo 3-idrossifenilico sul C1 (25) con

un gruppo fenilico (24) migliora notevolmente le proprieta
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farmacocinetiche. Inoltre, l'introduzione di un gruppo idrofobico al C5

(gruppo metilico o etilico) accresce l'attivita inibitoria.
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Figura 12 - Inibitori carbolinici e carbazolici di Eg5.
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La catena laterale amminica dovrebbe contenere non piu di due atomi di
carbonio ed il gruppo amminico libero. | composti 24 e 25 possono essere
considerati come le forme ad anello aperto del gruppo idantoinico di
HR22C16.

Le modifiche strutturali di HR22C16 hanno portato anche alla scoperta dei
composti 26-29, che hanno tutti una potente attivita inibitoria nei confronti
di Eg5 (ICs0= 0.04 uM; 0.076 pM; 0.216 uM e 0.043 uM, rispettivamente)
ed elevata attivita antiproliferativa contro la linea cellulare A549 di cancro
polmonare [125]. Poiché la catena laterale alchilica e I'anello idantoinico
sono diretti verso le aree esposte al solvente della tasca di legame, la
rimozione dell’anello idantoinico pud mantenere [attivita biologica
dell'inibitore di Eg5. Infatti, la rimozione dell'anello idantoinico di HR22C16
non ha influenzato né l'attivita inibitoria, né quella antiproliferativa. Inoltre,
si & constatato che I'OH fenolico forma un forte legame idrogeno con
Glul18. La sostituzione del gruppo 3-idrossifenilico con il gruppo 3-
indolico mantiene I'attivita inibitoria.

| derivati carbazolici 30-32 caratterizzati da gruppi alchilici ingombranti
(gruppo t-Bu o CF3 nelle posizioni 2 o 3) sono potenti e selettivi inibitori di
Eg5 (IC50=0.03 uM; 0.26 uM e 0.95 pM, rispettivamente) [126].

Nel 2011, Takeuchi e colleghi hanno esaminato lipotesi che i derivati
carbolinici o carbazolici potessero essere considerati come composti con
un ponte di azoto fra i carboni 2 e 2’ di un anello bifenilico con rotazione
ristretta, e che quindi potessero agire da inibitori ATP-competitivi di Eg5

come i Dbifenil derivati. Infatti si €& osservato che i derivati
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carbolinici/carbazolici planari, come le molecole 33 e 34, agiscono
attraverso l'inibizione ATP-competitiva legandosi allo stesso sito e nello
stesso modo dei derivati bifenilici. Al contrario, i derivati tetraidrocarbolinici
come HR22C16 agiscono con un’inibizione ATP-non competitiva
attraverso il legame ad un sito allosterico di Eg5 [127].

| risultati hanno mostrato che le conformazioni coplanari dei gruppi fenilici,
e la presenza di gruppi idrofilici come quello lattamico, migliorano I'attivita
inibitoria. | composti 33 e 34 sono gli inibitori di Eg5 piu potenti di questo
studio con ICso del’ATPasi rispettivamente di 0.052 uM e 0.031 uM. Tultti i
composti hanno mostrato una forte attivita citotossica nei confronti delle

cellule Hela.

Chinazoline

Il derivato chinazolinico ispinesib (N-(3-ammino-propil)-n-[R-1-(3-benzil-7-
cloro-4-0sso-3,4-diidrochinazolin-2-il)-2-metil-propil]-4-metil-benzamide
metansolfato, CK0238 273, SB-715992; cytokinetics/GSK, (35, Figura 13)
e stato identificato da Johnson e colleghi [128]. Ispinesib ha mostrato una
potente e selettiva attivita inibitoria di Eg5 (all’incirca 40000 volte piu
selettiva nei confronti di Eg5 rispetto alle altre chinesine). E stato rilevato
che ispinesib influenza la capacita di Eg5 di legarsi ai microtubuli e ne

impedisce il movimento attraverso l'inibizione del rilascio di ADP [129].
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La struttura cristallina di ispinesib complessato con Eg5 € stata riportata
nel 2008 [130]. Il risultato di questo studio ha indicato che ispinesib si lega
al sito di legame allosterico di Eg5. Rispetto al monastrolo, ispinesib ha
mostrato un incremento del 65% nelle interazioni idrofobiche. Inoltre,
I'anello fenilico e il gruppo 8-cloro del chinazolinone formano interazioni
idrofiliche con i residui Arg221 e Gly217 del sito di legame. Queste
interazioni non sono state viste con monastrolo e possono spiegare la

maggiore potenza e specificita di ispinesib [130].
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Figura 13 - Inibitori chinazolinici e tiazopirimidinici di Eg5.
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Ispinesib ha mostrato una potente attivita anticancro nei confronti di molte
linee cellulari in vitro con ICsp= 1.2-9.5 nM, e una potente attivita
citotossica in modelli tumorali xenograft. Pertanto, questo composto e
stato il primo inibitore di Eg5 che e entrato in sperimentazione clinica ed é
stato testato per la sua attivita citotossica in pazienti con differenti tipi di
tumori.

Ispinesib ha mostrato una significativa attivita antiproliferativa in vitro nei
confronti della linea cellulare PC-3 del tumore prostatico [131]. Questa
attivita antitumorale, come l'induzione di apoptosi, & stata migliorata dalla
combinazione di ispinesib con lisoflavone naturale genisteina. Ispinesib
ha mostrato di esercitare la sua azione antitumorale attraverso diversi
processi cellulari, tra cui la stimolazione dell’espressione di inibitori della
chinasi ciclina-dipendente, la diminuzione dell’espressione dei geni per il
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e per il fattore di crescita
epidermico (EGFR). Questo studio ha indicato la possibilita di utilizzare gli
inibitori di Eg5 in terapie di combinazione.

Infatti, & stata condotta una sperimentazione clinica di fase | di ispinesib
combinato con docetaxel, in pazienti con tumori solidi avanzati [132].
Docetaxel & stato somministrato come infusione endovenosa di 50-75
mg/m? per 1 h, seguita da infusione per 1 h di ispinesib a 6-12 mg/m? nel
giorno 1, in un programma di 21 giorni. | principali effetti tossici dose-
limitanti (DLT) sono stati prolungata neutropenia e neutropenia febbrile. La

dose massima tollerata (MTD) & stata di 10 mg/m? per ispinesib e 60
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mg/m? per docetaxel. La stabilizzazione della malattia (4,5 mesi) & stata la
migliore risposta registrata.

Lo studio clinico di fase Il é stato condotto su ispinesib quale possibile
trattamento per il carcinoma a cellule squamose della testa o del collo,
recidivante o metastatico (RMHNSC). Il composto e stato somministrato
per infusione endovenosa di 18 mg/m? per un’ora per 21 giorni. La
migliore risposta osservata € stata la prolungata stabilizzazione della
malattia (3.5 mesi). Gli effetti avversi piu comuni riportati sono stati
neutropenia di grado 3-4 e leucopenia [133].

E stato anche condotto uno studio clinico di fase Il somministrando 18
mg/m? di ispinesib per infusione endovenosa a pazienti con carcinoma
epatocellulare (HCC) localmente avanzato, metastatico o ricorrente
(questi pazienti non avevano alcuna terapia disponibile). Lo studio ha
mostrato che il farmaco é stato ben tollerato e la migliore risposta é stata
la stabilizzazione della malattia (per 3.9 mesi). Gli effetti tossici piu comuni
osservati sono stati granulocitopenia di grado 3, leucocitopenia e diarrea
[134].

Lo studio clinico di fase Il di SB-715992 in pazienti con cancro cellulare
renale (RCC) avanzato non ha mostrato una significativa attivita
antitumorale e la stabilizzazione della malattia e stata la migliore risposta
ottenuta. Gli effetti tossici piu comuni osservati sono stati anemia, elevata
creatinina, linfopenia, stanchezza, iperglicemia e dispnea. | piu comuni

effetti tossici riportati in questo studio sono stati dispnea di grado 3-4,
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stanchezza, neutropenia con infezioni della cute, vertigini, iperuricemia, e
ipertensione [135].

Lo studio clinico di fase Il di ispinesib in pazienti con uno stato avanzato di
cancro alla prostata, resistente al docetaxel, non ha rivelato una risposta
significativa al composto in esame. Questo potrebbe essere dovuto al
basso indice mitotico dei tumori prostatici primari, dal momento che
ispinesib agisce solo sulle cellule in mitosi. Ispinesib e stato somministrato
a dosi di 18 mg/m? ogni 3 settimane. La MTD in questo studio & stata di 18
mg/m? e la neutropenia € stata la tossicita dose-limitante [136].

Ispinesib non ha mostrato alcun effetto nel melanoma metastatico e la
stabilizzazione della malattia e stata la migliore risposta osservata (2.8
mesi). Ispinesib € stato somministrato come infusione endovenosa di 1 h
alla dose di 18 mg/m? una volta ogni 3 settimane. La neutropenia e la
linfopenia sono stati gli effetti collaterali piu frequentemente osservati.
Ispinesib ha mostrato una buona attivita in vitro e in vivo nei Pediatric
Preclinical Testing Program (PPTP) [137]. Il composto ha inibito la crescita
di molte linee cellulari a concentrazioni nanomolari, incluse la leucemia
linfoblastica acuta e il neuroblastoma. Pertanto, nel 2010 e stata condotta
una sperimentazione clinica di fase | di ispinesib in pazienti pediatrici con
tumori solidi ricorrenti o refrattari [138]. Ispinesib & stato somministrato per
infusione endovenosa di 1 h a dosi di 9 mg/m? per 3 volte la settimana,
ogni 28 giorni. Il composto e stato ben tollerato, ma non é stata osservata

nessuna significativa risposta clinica.
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I composto ha anche dimostrato un'ampia attivita antiproliferativa nei
confronti di 53 linee cellulari della mammella in vitro e di 5 modelli di
cancro della mammella in vivo. Inoltre, si e visto che ispinesib migliora
I'attivita antitumorale di lapatinib, doxorubicin, trastuzumab e capecitabine.
L’attivita di ispinesib & risultata paragonabile a quella di paclitaxel e
ixabepilone [139].

Nel 2012 e stato pubblicato uno studio clinico di fase | eseguito
somministrando ispinesib a pazienti che non avevano ricevuto un
precedente trattamento per il carcinoma mammario avanzato. Il farmaco e
stato somministrato per infusione endovenosa di 1 h nei giorni 1 e 15 di un
programma di 28 giorni. La MTD osservata € stata di 12 mg/m? e la DLT &
stata un aumento di grado 3 di aspartato aminotransferasi e di alanina
aminotransferasi. Le tossicita piu comuni riportate sono state neutropenia
di grado 3-4, anemia e diarrea, ma nessuna neuropatia; inoltre sono state
segnalate anche mucosite e alopecia. Lo studio ha mostrato solo un
basso tasso di risposta del tumore (circa il 9%) [140].

E stato condotto uno studio clinico di fase | somministrando ispinesib a
dosi di 7 mg/m? come infusione endovenosa di 1 h una volta alla
settimana per tre settimane consecutive, in un programma di 28 giorni per
I pazienti con tumori solidi avanzati. Il composto si & dimostrato sicuro,
ben tollerato e ha portato ad una stabilizzazione della malattia, ma senza
risposte tumorali. La media dell’emivita nelle somministrazioni di 7 mg/m?
e stata di 33 h. Gli effetti collaterali osservati con gli agenti antimitotici,

come l'alopecia, la mucosite e la neuropatia, non si sono manifestati con
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ispinesib. La DLT registrata in questo studio e stata la neutropenia di
grado 3. Questa neutropenia e stata di breve durata e si e risolta in 3-7
giorni. | principali effetti avversi riportati sono stati nausea, vomito,
stanchezza, diarrea, anoressia e costipazione.

Il cromen-4-one derivato SB-743921 (36) rappresenta uno degli inibitori di
Eg5 di seconda generazione. Il nucleo cromen-4-onico rappresenta un
isostero dell’anello chinazolinico. SB-743921 ha mostrato una potenza 5
volte superiore rispetto ad ispinesib, con una selettivita 40000 volte
maggiore nei confronti di Eg5 rispetto alle altre chinesine. SB-743921 ha
esibito anche una forte attivita citotossica in vitro e in vivo [141]. Nel 2011
e stato condotto uno studio clinico di fase | di SB-743921 in pazienti con
tumori solidi refrattari e linfoma. La MTD é stata determinata con infusione
endovenosa di 4 mg/m? per 1 h ogni 21 giorni. La risposta migliore & stata
la stabilizzazione della malattia in 6 pazienti. La principale DLT registrata
stata la soppressione del midollo, in particolare la neutropenia [142].
Recentemente, due serie di 1,4-diidrochinolin-4-oni (37 e 38) e 1,2,3,4-
tetraidrochinazolin-4-oni (39 e 40) sono stati identificati come nuovi
inibitori di KSP utilizzando il programma per la scoperta di nuovi farmaci
LUDI (Accelrys) [143]. Le serie di 1,4-diidrochinolin-4-oni hanno mostrato
attivita inibitoria nei confronti di KSP piu potenti del monastrolo. | composti
37 e 38 hanno esibito attivita inibitoria con ICsg rispettivamente di 0.02 e
0.023 uM. Purtroppo, tutte le serie hanno mostrato una bassa citotossicita
nei confronti di A549 e AGS (ICso> 10 uM); ci0 é stato attribuito dagli

autori alle loro basse idrosolubilita [143]. Al fine di aumentare la solubilita
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in acqua sono state progettate le serie di 1,2,3,4-tetraidro-chinazolin-4-oni.
Tra i composti sintetizzati, le molecole 39 e 40 hanno mostrato una
potente attivita inibitoria di Eg5 con ICsq rispettivamente di 0.011 e 0.025
UM. Inoltre, entrambi i composti hanno manifestato una potente attivita
antiproliferativa in vitro verso le linee cellulari A549 e AGS. Il composto 39
ha indotto la morte cellulare per apoptosi e ha causato l'arresto mitotico
nelle cellule A549 inducendo la formazione di un fuso con morfologia

monopolare, come mostrato dagli inibitori di Eg5.

Tiazolopirimidine

La (+)-N-(3-amminopropil)-N-(5-benzil-3-metil-4-osso-tiazolo[5,4-
d]pirimidin-6-il)-2-metilpropil]-4-metilbenzamide (AZD4877, 41, Figura 13)
e stata descritta nel 2011 come specifico e potente inibitore di Eg5.
AZD4877 ha mostrato un ICsq per l'attivita ATPasica di Eg5 di 0.002 uM,
con buone proprieta farmacocinetiche [144]. AZD4877 puo essere
considerato come un isostero di ispinesib, dove l'anello fenilico della
chinazolina & sostituito dall’anello tiazolico.

AZD4877 blocca le cellule in mitosi con la formazione di un fuso con
fenotipo monopolare, un tipico comportamento di tutti gli inibitori di Eg5.
Inoltre, ha mostrato una buona attivita antitumorale in vivo e questo lo

rende un interessante candidato a farmaco antitumorale [144].
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Le caratteristiche farmacocinetiche, di efficacia e sicurezza di AZD4877
sono state valutate in studi clinici di fase | e Il in tumori sia del sangue che
solidi.

E stato condotto uno studio clinico di fase | per valutare il profilo di
sicurezza, la farmacocinetica (PK), la MTD e l'efficacia di AZD4877 in
pazienti giapponesi con tumori solidi. Anche se non ne e stata definita la
MTD, il risultato ha mostrato che AZD4877 € stato ben tollerato in pazienti
giapponesi se usato in dosi fino a 25 mg, ma con scarsa evidenza di
efficacia clinica. La piu comune DLT riportata € la neutropenia. Nessun
paziente ha mostrato una risposta completa o parziale e la migliore
risposta per AZD4877 e stata la stabilizzazione della malattia per circa 2
mesi. Lo studio ha anche mostrato che il profilo farmacocinetico nei
pazienti giapponesi € paragonabile a quella dei pazienti occidentali [145,
146]. Inoltre, la migliore risposta clinica raggiunta in questi ultimi,
somministrando AZD4877 su base settimanale, e stata la stabilizzazione
della malattia per circa 3 mesi.

Nel 2012 sono stati sostenuti studi di di fase | e Il su AZD4877 in pazienti
con leucemia mieloide acuta refrattaria, al fine di definirne la MTD e di
valutarne l'efficacia sulla base del tasso di remissione completo (CR) e il
profilo farmacocinetico [147]. Il risultato dello studio mostra che la MTD e
stata di 16 mg/die. Le DLT riscontrate sono state: stomatite,
iperbilirubinemia ed  eritrodisestesia  palmo-plantare. 1l profilo
farmacocinetico di AZD4877 é stato accettabile con un’emivita di circa 17

h. Tuttavia, non € stata notata nessuna remissione completa o parziale e

53



qguesto ne ha indicato la mancanza di efficacia. Per questo motivo tale
studio é stato interrotto.

Nel 2012 e stato sostenuto un altro studio di fase | di AZD4877 nei
pazienti con tumori solidi in fase avanzata. | risultati mostrano che
AZDA4877 é stato ben tollerato, con un buon profilo farmacocinetico e un
profilo di sicurezza accettabile. La MTD determinata e stata di 30 mg
somministrati per infusione endovenosa per 1 h nei giorni 1, 8 e 15 di un
ciclo di 28 giorni. La neutropenia e stata la DLT piu comune segnalata e
non e stata registrata nessuna neuropatia. L'emivita di AZD4877 ¢é stata di
circa 16 ore. Nessuno dei pazienti che hanno partecipato allo studio ha
perd manifestato una risposta completa o parziale [148].

Nel 2012 inoltre, & stato pubblicato uno studio di fase | di AZD4877 in
pazienti con tumori solidi recidivi/refrattari e linfoma. La MTD e stata di 11
mg e la neutropenia di grado 4 é stata I'unica DLT notata a un dosaggio di
15 mg. Purtroppo, lo studio non ha mostrato alcun chiaro beneficio clinico
e nessun paziente ha manifestato una risposta completa o parziale dopo il

trattamento con AZD4877 [149].

Esaidro-2H-pirano[3,2-c]chinoline (HHPQs)
Le esaidro-2H-pirano[3,2-c]chinoline (HHPQs) sono state sviluppate da
Merck Serono in uno screening high-throughput (HTS) come inibitori

potenti e selettivi di Eg5. Gli analoghi sintetizzati hanno arrestato le cellule



in mitosi e hanno indotto I'apoptosi [150, 151]. Si e visto che questi inibitori
si legano ad una tasca allosterica della chinesina-5, distante dai siti di
legame per il nucleotide e il microtubulo. EMD534085 (42, Figura 14) ha
mostrato attivita nei confronti del’ATPasi di Eg5 (ICs0= 8 nM) e ha inibito
modelli tumorali umani xenograft ottenuti utilizzando cellule Colo-205 del
carcinoma del colon-retto. Le dosi utilizzate sono state inferiori ai 30
mg/kg, somministrate 2 volte alla settimana e non hanno portato ad effetti
collaterali tossici. Pertanto, EMD534085 €& stato selezionato per la
sperimentazione clinica. In un recente studio, questo composto ha
provocato una rapida morte della linea cellulare di leucemia promielocitica
umana (HL60) durante l'arresto mitotico. Questo risultato potrebbe
spiegare la constatazione clinica che il trattamento con gli inibitori di Eg5
solitamente causa neutropenia o perdita di neutrofili come tossicita dose-

limitante.

Tiadiazoli

Il derivato tiadiazolico K858 (43, Figura 14) e stato scoperto attraverso
uno screening phenotipe-based forward chemical genetics come agente
antimitotico. K858 agisce inibendo I'enzima Eg5 (ICso= 1.3 pmol/L) in
modo ATP-non competitivo, portando all'arresto mitotico. Questo
composto ha mostrato potenti effetti antitumorali sia in vitro nei confronti

della linea cellulare HCT116, sia in vivo in molti modelli di cancro
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xenograft. Inoltre, K858 esercita attivita antitumorale sulle cellule
neoplastiche senza alcun effetto su quelle normali e quindi potrebbe avere
una minore incidenza di effetti collaterali. La molecola non ha mostrato
alcun effetto sull’organizzazione dei microtubuli e non ha indotto danni al
DNA. Inoltre, K858 ha indotto la morte cellulare in cellule cancerose
resistenti al paclitaxel. Pertanto, K858 pud essere considerato un

composto sicuro ed efficace per il trattamento del cancro.

o=
) S
F 0 »_\
©>‘(\5 NH
43
K858
» @
EMD 534085

OYNH‘O/
- )
i ! g
S
F F
H,N
44

= -4

45

SCH 2047069
ARRY-520

Figura 14 - Inibitori HHPQs e tiadiazolici di Eg5.

Anche il derivato tiadiazolico ARRY-520 (44) ha mostrato una potente

attivita inibitoria nei confronti di Eg5 (ICso= 6 nM). L'attivita cellulare di
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ARRY-520 e stata caratterizzata da una prolungata inibizione della mitosi.
Pertanto, linee cellulari tumorali quali leucemie e mieloma multiplo, che
richiedono un blocco mitotico piu breve prima di entrare in apoptosi,
sarebbero piu sensibili e quindi fortemente colpite da ARRY-520 [152].
Questo composto ha mostrato attivita antitumorale nei confronti di diverse
linee cellulari (HT-29, HCT-116, A2780, K562, e HCT15). Tuttavia, uno
studio clinico di fase | su ARRY-520, somministrato come infusione
endovenosa a pazienti con leucemie mieloidi avanzate o refrattarie, ha
mostrato solo una risposta limitata. La molecola ha mostrato anche
un’attivita antiproliferativa nei confronti delle cellule del cancro ovarico
epiteliale EOC paragonabile a quella del paclitaxel [153]. Gli studi
preclinici hanno indicato che ARRY-520 blocca il ciclo cellulare in mitosi,
portando all’apoptosi, nelle linee cellulari di leucemia acuta mieloide AML.
ARRY-520 ha esercitato attivita antitumorale sulle cellule che esprimono e
dipendono dalla proteina antiapoptotica myeloid cell leukemia 1 (Mcl-1)
per la loro sopravvivenza. Mcl-1 é considerata una proteina antiapoptotica
chiave presente in molti tumori ematologici, come ad esempio il mieloma
multiplo, la leucemia, e il linfoma. Tale proteina & responsabile della
resistenza di queste cellule agli agenti chemioterapici antimitotici.
Pertanto, ARRY-520 potrebbe essere utlizzato nelle neoplasie
ematologiche.

Il derivato tiadiazolico SCH 2047069 (45) é stato segnalato nel 2010 come
potente inibitore di Eg5; esso puo essere utilizzato in formulazione orale e

ha la capacita di attraversare la barriera ematoencefalica [154]. SCH
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2047069 ha mostrato una potente attivita antitumorale sia in vitro, sia in
vivo nei confronti di leucemia, linfoma, tumori ovarici e del colon. Inoltre,
SCH 2047069 € stato segnalato per potenziare l'attivita antitumorale degli
agenti chemioterapici noti, come gemcitabina, vincristina e paclitaxel in

modelli xenograft di A2780.

4,5-Diidropirazoli

| 3,5-diaril-4,5-diidropirazoli (Figura 15) sono stati scoperti attraverso
un’ottimizzazione di screening high-throughput (HTS) avviato dalla societa
Merck nel 2005, come inibitori potenti e selettivi di Eg5. Si e visto che |l
composto 46, inibendo Eg5, induce l'apoptosi e genera fusi mitotici
aberranti nel range del basso concentrazioni nanomolari (ICsp= 15 nM) in
cellule di carcinoma ovarico umano A2780 [155]. La cristallografia a raggi
X ha dimostrato che il diidropirazolo 46 non e competitivo con 'ATP o con
i microtubuli, ma si lega ad una tasca allosterica di Eg5 lontana dai siti di
legame per il nucleotide e i microtubuli. Inoltre, il composto 46 non ha
alcun effetto sulla polimerizzazione della tubulina in vitro a 20 puM, e
percio ha un meccanismo d’azione diverso dai taxani. La cristallografia a
raggi X ha anche mostrato che il gruppo acilico & esposto al solvente e
guesto potrebbe spiegare la maggiore diversita strutturale tollerata in
guesta posizione dell'anello. L'unico inconveniente riscontrato nel

composto 46 e stata la sua scarsa solubilita, che ne ha impedito la
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formulazione acquosa per iniezione endovenosa. Quando le cellule A2780
sono state incubate in presenza di 100 nM del composto 46 hanno
mostrato il caratteristico fenotipo monoastrale, dimostrando che I'apoptosi
si verifica a causa dell'inibizione di Eg5.

L'anno successivo, i Merck Research Laboratories hanno utilizzato i dati
di modellistica molecolare e della cristallografia a raggi X per sviluppare lo
scaffold 3,5-diaril-4,5-diidropirazolonico introducendo la catena laterale

alchilamminica sul carbonio 5 (C5) dell'anello pirazolico (47) [156].

MEOT3

Figura 15 - Inibitori pirazolici e pirrolici di Eg5.
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Questo sostituente in posizione 5 e stato inserito per riempire una regione
del sito di legame di Eg5 non occupata prima dai 3,5-diaril-4,5-
diidropirazoli e quindi per formare una ulteriore interazione di legame a
idrogeno con l'enzima. Questa piccola modifica nella struttura e stata
effettuata per aumentare la potenza, per migliorare notevolmente la
solubilita in acqua a pH 4 (circa 400 volte maggiore) e anche per
migliorare il profilo farmacocinetico. Questo ha portato ad un composto di
seconda generazione con potenza, proprieta farmacocinetiche e solubilita
in acqua migliorate rispetto ai composti di prima generazione. E
interessante notare che lintroduzione di un residuo amminico nel
composto 47 non comporta un significativo aumento dell'affinita di legame
per il canale del potassio hERG (Ether-a-go-go Related Gene umano).

Modulando la basicita dellammina, i ricercatori dei Merck Research
Laboratories sono stati in grado di sintetizzare potenti inibitori di Eg5, i
quali hanno mostrato una forte attivita citotossica verso le linee cellulari
resistenti ai farmaci e allo stesso tempo hanno mantenuto una buona
solubilita in acqua [157]. Il composto 48 € il piu potente inibitore di Eg5
scoperto in questo studio con ICso per 'ATPasi di 0.82 nM e una buona
solubilita in acqua (>4 mg/mL a pH 4). Il composto 48 mostra una bassa
sensibilita intrinseca per I'efflusso Pgp con una MDR ratio di 5.2 [157].

Nel 2007, una serie di derivati 1,4-diaril-4,5-diidropirazolici é stata
sviluppata da Merck Research Laboratories alla ricerca di nuovi inibitori di
Eg5. Il composto 49 é stato sintetizzato in forma enantiopura

(configurazione R) e ha mostrato una buona solubilita in acqua a pH
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moderato. Il composto 49 inibisce I'ATPasi di EgS con ICs= 0,2 nM.
Inoltre, questo composto ha esibito una buona potenza nelle cellule con
sovraespressione di Pgp e ha mostrato la capacita di provocare un arresto
mitotico completo in un modello tumorale xenograft murino.

Si pensa che il composto 49 si leghi al sito di legame allosterico
dell'enzima Eg5. | due anelli arilici formano interazioni idrofobiche con
I'enzima, il gruppo metilchetonico € esposto al solvente e il gruppo
alchilamminico occupa una superficie libera nel sito di legame al di sopra
del piano dell'anello pirazolinico. La MDR ratio del composto 49 é di 1.6. Il
composto 49 ha mostrato un incremento dell’affinita per il legame con
hERG, cosa che ne aumenta la cardiotossicita; fortunatamente, la
maggiore potenza nei confronti di Eg5 ha comportato un ampliamento

della finestra off-target (hERG ICso / EQ5 ICs).

2,4-Diaril-2,5-diidropirroli

L’anello 2,4-diaril-2,5-diidropirrolico e stato sviluppato dalla societa Merck
come isostero del 3,5-diaril-4,5-diidropirazolo (Figura 15) [158].
L’ottimizzazione del nucleo pirrolico é stata effettuata tramite I'introduzione
di gruppi basici ammidici o ureici. Cido ha portato ad un significativo
aumento dell'attivita inibitoria di Eg5, nonché della solubilita in acqua.

Tra i derivati dell'urea, il 4-piperidinil derivato 50 ha mostrato una forte

attivita inibitoria nei confronti di Eg5 (ICso= 2.6 nM), una forte attivita
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citotossica verso le cellule di carcinoma ovarico umano A2780 (ECso= 6.8
nM) e una solubilita in acqua ottimale (>10 mg/ml a pH 5).

Anche le serie ammidiche hanno fornito una varieta di potenti inibitori di
Eg5. Ad esempio, il composto 51 ha esibito una elevata potenza nei
confronti di Eg5 (ICsp= 2.0 nM), con una forte attivita citotossica verso le
cellule del carcinoma ovarico umano A2780 (ECso= 8.6 nM) e con una
buona solubilita in acqua che ne ha permesso la somministrazione
endovenosa. Nelle a-ammino ammidi, la configurazione (S) dell’a-
stereocentro conferisce una potenza maggiore rispetto alla configurazione
(R).

Nonostante il miglioramento della potenza nei confronti di Eg5 e della
solubilita in acqua, I'introduzione di una ammide o di una urea nel nucleo
diidropirrolico ha potenziato anche il legame con il canale del potassio (Ikr)
hERG (causando un allungamento dell'intervallo QT che si traduce in un
aumentato rischio di aritmie).

Nel tentativo di ridurre questo grave effetto collaterale, si € riscontrato che
I'introduzione di un gruppo fenolico in C2, assieme a catene laterali neutre
in N1 (soppressione o acilazione del gruppo amminico), riduce il legame
con hERG e minimizza l'effetto collaterale di questi derivati sul cuore, e
allo stesso tempo mantiene la potenza inibitoria di Eg5, ma diminuisce la
solubilita in acqua. Pertanto, e stata adottata come strategia per
ripristinare la solubilita in acqua l'utilizzo di un profarmaco fosfato. Il

composto 52 rappresenta un inibitore di Eg5 potente e idrosolubile (ICso=
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7.0 nM), che potrebbe essere utlizzato per la somministrazione
endovenosa.

L'introduzione della catena laterale C2-amminopropilica sul nucleo 2,4-
diaril-2,5-diidropirrolico ha migliorato I'attivita inibitoria di Eg5 e la solubilita
in acqua. Tuttavia, il gruppo amminopropilico ha aumentato la suscettibilita
per l'efflusso cellulare da parte della glicoproteina-P (Pgp). La presenza
dellatomo B-fluoro sul gruppo amminopropilico ha ridotto la sua basicita e
ne ha migliorato I'efficacia in una linea cellulare con sovraespressione di
Pgp, mantenendo I'attivita inibitoria di Eg5. Ad esempio, 'ammina primaria
a-difluorometil sostituita 53 ha ICso del’ATPasi di Eg5 di 5,2 nM, solubilita
in acqua a pH 4 >10 mg/mL, hERG= 15.9 uM e MDR ratio= 5.

Il derivato pirrolico MK-0731 (54) é stato riportato da Cox e colleghi nel
2008 come inibitore potente e selettivo di Eg5 (ICs0= 2.2 nM) [159].
Questa molecola ha mostrato una potente attivita antiproliferativa in studi
su topi xenograft paragonabile a quella del paclitaxel. Inoltre, ha inibito la
crescita di linee cellulari tumorali che sono resistenti al paclitaxel. Studi
clinici di fase | hanno rilevato che la somministrazione di MK-0731 per
infusione endovenosa per 24 ore, in pazienti con tumori solidi, ha
comportato la stabilizzazione della malattia per piu di 5 mesi [160]. MK-
0731 e risultato essere ben tollerato quando somministrato ad una dose di
17 mg/m? e la neutropenia & stata la principale tossicita dose-limitante

registrata.
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Diidropirazolobenzossazine

Le diidropirazolobenzossazine (Figura 16) sono state sviluppate come
isosteri dei derivati diidropirazolici e diidropirrolici. In questo modo é stato
scoperto il composto 55, che ha esibito una forte attivita inibitoria di Eg5
(ICso del’ATPasi= 1.6 nM), una forte potenza verso una linea cellulare con
sovraespressione di Pgp, e una buona solubilitd in acqua. Inoltre, il

composto 55 ha mostrato una bassa interazione con il canale hERG [161].

Isochinoline

Il derivato tetraidroisochinolinico 56 (Figura 16), € stato identificato in uno
screening high-throughput come modesto inibitore di Eg5.

Il composto 56 ha mostrato un’attivita micromolare sia nel saggio con
'ATPasi di Eg5 (ICso= 9.7 puM), sia nel saggio di antiproliferazione nelle
cellule di carcinoma ovarico A2780 (ICso= 2.4 pM). L’ottimizzazione
modeling-guided del ponte tetraidroisochinolinico ha  portato
all'identificazione della R-4-(3-idrossifenil)-N,N-7,8-tetrametil-3,4-
diidroisochinolin-2(1H)-carbossamide (57), un potente inibitore di Eg5
umano (ICso= 0.104 uM) con buone proprieta antiproliferative in cellule
A2780 (ICs0= 0.234 uM) [162]. Si é visto che questi derivati si legano nel
sito allosterico della proteina Eg5. Il composto 57 ha mostrato una potente
attivita antiproliferativa nei confronti di molte linee cellulari tumorali

(polmone, colon-retto, mammella, ovaio e prostata).
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Utilizzando i dati sul farmacoforo di Eg5 precedentemente riportati, i
derivati 1-(3’-idrossifenil)-tetraidroisochinolinici 58-60 sono stati sviluppati
come potenti inibitori di Eg5 (oltre 100 volte piu potenti di monastrol) (ICso
dellATPasi= 0.02 upM; 0.04 uM; 0.06 uM, rispettivamente). Questi
composti hanno mostrato una potente attivita citotossica nei confronti delle
cellule HepG2. Questi risultati hanno suggerito che la sostituzione del
gruppo 3’-idrossifenilico nella posizione 1 dell'anello tetraidroisochinolinico
migliori I'attivita inibitoria di Eg5. Inoltre, la presenza del gruppo idrofilo
(amminopropionilico in 58) o del gruppo arilico (4’-idrossibenzoilico e 4’-
metilbenzoilico, rispettivamente in 59 e 60) in N-2 ha aumentato I'attivita

inibitoria.

56

58 R CH.CHNH,
58 R= 4-OHG:H,
60 R= 4-CHyCoH,

Figura 16 - Inibitori pirazolobenzossazinici, isochinolinici e imidazolici di Eg5.
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Imidazoli

| derivati tiossoimidazolidinici 61 e 62 (Figura 16) sono stati identificati
attraverso uno screening virtuale basato sull'interazione receptore-ligando
come potenti inibitori di Eg5 (ICs0= 0.58 pM e 1.0 pM, rispettivamente).
Entrambi i composti mostrano una forte attivita antitumorale soprattutto nei

confronti delle linee cellulari tumorali di prostata e colon [163].

Bifenili

| derivati bifenilici (Figura 17) sono stati i primi inibitori di Eg5 ATP-
competitivi segnalati [164, 165]. Il bifenil metilsolfonamide 63 e stato
scoperto da GlaxoSmithKline come potente inibitore di Eg5 (Eg5 Ki= 120
nM), e risultato un inibitore competitivo di ATP e quindi potrebbe superare
la resistenza agli inibitori del loop L5, come il monastrolo. Il composto 63
ha manifestato una modesta attivita antiproliferativa in vitro nei confronti
delle cellule tumorali ovariche umane (SKOV3) con ICso= 6 pM.

Si é constatato che l'introduzione di uno spaziatore (da uno fino a tre
atomi) tra i due anelli fenilici abolisce I'attivita; la conformazione lineare e
quindi essenziale per [lefficacia. La sostituzione del gruppo
metilsolfonammidico con un gruppo ureico 64 o tioureico 65 aumenta sia
I'attivita inibitoria di Eg5, che l'attivita antitumorale rispettivamente di circa

4 e 8 volte, (ICso= 39 nM e 11 nM, rispettivamente).
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L’ulteriore ottimizzazione del nucleo bifenilico ha portato all’identificazione
delle solfonammidi 66 e 67 con ICsy del’lATPasi di Eg5 rispettivamente di
18 e 5 nM. Entrambi i composti mostrano attivita antiproliferativa in vitro
nei confronti di KSP wild-type (HCT116) e KSP mutante (HCT116 D130V).
Inoltre, la molecola 66 mostra una significativa attivita antitumorale in vivo
verso i tumori HCT116 D130V e questo ha provato I'efficacia degli inibitori

ATP-competitivi nei confronti dei tumori resistenti ad altri inibitori di Eg5.

F PVZBE1194
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Figura 17 - Inibitori bifenilici di Eg5.
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Sono stati esaminati come inibitori di Eg5 anche gli analoghi
bis(etero)arilici. 1l derivato 4-(4-terz-butilfenil)piridinico 68 e stato
identificato come potente inibitore di Eg5 con ICsp= 1.00 uM e come
composto citotossico della linea cellulare HeLa con ICso= 88 uM.

La modifica della struttura del composto 68 ha portato all'identificazione
della molecola 69 [3’-fluoro-4’-(trifluorometil)bifenil-4-carbonitrile] con
attivita inibitoria di Eg5 a 1.4 uM.

Inoltre, l'introduzione del gruppo 4-SO,NH, ha portato alla sintesi di
PVZB1194 (70) con maggiore attivita inibitoria dellATPasi di KSP (ICso=
0,12) e citotossicita (ICsp= 5.5 uM). Il derivato solfonammidico 71 presenta
una forte attivita inibitoria di Eg5 con ICs= 0.02 uM. Purtroppo, il
composto 71 mostra una diminuzione di piu di 30 volte della citotossicita,
e guesto puo essere attribuito alla sua elevata lipofilia. La sostituzione di
uno degli anelli fenilici con un anello piridinico ha portato alla scoperta del
composto 72 (PVZB1084) con una inibizione dellATPasi di Eg5 a

concentrazioni di 0.70 uM e una citotossicita a 1.89 pM.

Benzimidazoli

| 2-amminobenzimidazoli 73-76 (Figura 18) sono stati sviluppati da Lahue
e colleghi nel 2009 come inibitori potenti e selettivi di Eg5 (ICs50= 7.4 uM,;
1.3 uM; 0.52 uM; 4.8 pM, rispettivamente) [166]. Lo studio delle SAR dei

derivati benzimidazolici ha dimostrato che la presenza della porzione 1-



benzilica e essenziale per l'attivita inibitoria e la sostituzione del metilene
benzilico la riduce [167]. Inoltre, la presenza di un sostituente in orto
sull'anello benzilico, in particolare del gruppo trifluorometilico, migliora
I'attivita inibitoria di Eg5.

Anche se i composti 74 e 76 inibiscono l'attivita ATPasica in modo non
competitivo, si e visto che si legano ad un nuovo e distinto sito di legame,

diverso da quello utilizzato da tutti gli inibitori noti (inibitori del loop L5).
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Figura 18 - Inibitori benzimidazolici di Eg5.

Il derivato benzimidazolico CPUYJ039 (77) é stato identificato nel 2011

come nuovo e potente inibitore di Eg5 (ICso= 0.04 uM) [168]. CPUYJ039

arresta il ciclo cellulare in fase G2/M e induce I'apoptosi con Il
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caratteristico fenotipo monoastrale del fuso nella linea cellulare HCT116.
Tuttavia, la sua attivita antiproliferativa e significativamente bassa; e cio

puo essere attribuito alla sua bassa permeabilita cellulare.

Inibitori naturali di Eg5

Sebbene la maggior parte degli inibitori di Eg5 siano di origine sintetica,
sono stati descritti alcuni composti naturali dotati di una potente attivita

inibitoria di Eg5 (Figura 19).

Terpendol E

Cry
N, = :

80 R=H; Harman Adociasulfate-2
81 R= OCH,; Harming

Figura 19 - Inibitori di origine naturale di Eg5.

Il terpendolo E (Ter E, 78), un indoloditerpene fungino, & stato il primo
inibitore di Eg5 di origine naturale ad essere stato identificato.

Originariamente, il terpendolo E é stato estratto dal brodo di cultura di un
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terreno fungino isolato di Albophoma yamanashiensis, come un inibitore di
acil-CoA: colesterolo-aciltransferasi (ACAT). Nel 2003 € stata riportata la
sua inibizione specifica nei confronti di Eg5. Si e visto che il terpendolo E
inibisce la segregazione dei cromosomi, portando alla formazione di fusi
monopolari in fase M, caratteristica tipica degli inibitori di Eg5. Il Ter E e
stato descritto come inibitore dell’attivita ATPasica motrice e microtubulo-
stimolata di Eg5 umano (ICsp= 23 uM). Recentemente, Churruca e colleghi
hanno suggerito che la corretta configurazione del C16 di Ter E sia
essenziale per l'attivita inibitoria, dal momento che la sua epimerizzazione
o la conversione in derivati carbonilici la abolisce [169].

Il gossipolo (AT-101, 79) € un altro inibitore naturale di Eg5. Si tratta di
una piccola molecola isolata dai semi di cotone. In preclinica mostra una
potente attivita antitumorale, soprattutto nei confronti delle cellule
cancerose di prostata e mammella. Il gossipolo ha una buona attivita
clinica sia come terapia singola che combinata in studi di fase I/Il per il
trattamento del cancro di prostata e polmone. Il gossipolo mostra una
chiralita assiale ed esiste sotto forma di due enantiomeri con il (-)gossipolo
che e piu potente del racemo nei confronti del cancro della mammella. Il
gossipolo inibisce molti enzimi cellulari, come topoisomerasi Il e
calcineurina. Inoltre, AT-101 antagonizza molte proteine anti-apoptotiche
Bcl-2 [170]. Nel 2004 é stata descritta per la prima volta l'attivita inibitoria
di Eg5 del gossipolo (ICso= 10.8 pmol/L) [171].

Harman 80 e harmine 81 sono alcaloidi B-carbolinici presenti in natura.

Entrambi i composti mostrano una moderata attivita inibitoria di Eg5 (ICso=
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32 UM e ICsp= 38 uM, rispettivamente). Harman e harmine sono stati
originariamente identificati come agenti citotossici e neurotossici che
agiscono inibendo le topoisomerasi I/ll o legandosi al DNA [172, 173].
L'inibizione di Eg5 puod essere considerata come un meccanismo d’azione
secondario della loro attivita citotossica.

L’adociasulfato-2 (AS-2, 82) & un prodotto naturale marino. E stato isolato
dalla spugna marina, specie Haliclona (nota anche come Adocia). AS-2
mostra una attivita inibitoria non specifica delle chinesine. Per questo
motivo e stato descritto come inibitore di alcuni membri della superfamiglia
delle chinesine quali KHC, RabK6, KIFC1, KIFC3, MPP1, MKLP1, CENP-
E, e Eg5. Adociasulfato-2 (AS-2) e capace di inibire l'attivita basale e
microtubulo-mediata dellATPasi di Eg5 (ICsp di 3.5 e 5.3 uM,
rispettivamente). Reddie e colleghi hanno suggerito che AS-2 non fosse
un classico inibitore 1:1. Tuttavia, AS-2 forma un aggregato a forma di
bastoncello che assomiglia al microtubulo (i gruppi solfato sono esposti al
solvente acquoso, imitando la superficie carica negativamente dei
microtubuli) e quindi si complessa con la chinesina impedendo ai
microtubuli di legarsi ad essa. AS-2 é considerata una molecola unica, in
quanto e il solo inibitore noto delle chinesine ad interferire con il legame
dei microtubuli e ad agire attraverso una inibizione MT-competitiva.
Questo composto é stato utilizzato per determinare le regioni di legame
delle chinesine CENP-E e Eg5 nel microtubulo. Purtroppo, AS-2 non ha

nessun effetto sulla linea cellulare HelLa; cio pud essere attribuito al suo
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elevato peso molecolare (PM= 738) e ai suoi gruppi solfato carichi che

ostacolano la permeabilita nella membrana cellulare.
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8 - Studi computazionali

8.1 - Modello farmacoforico

Nel 2007, Liu e colleghi hanno riportato lo sviluppo e la validazione di un
modello farmacoforico tridimensionale degli inibitori di Eg5, basato su 25
inibitori noti, elaborato utilizzando il software Catalyst. Il modello proposto
é costituito da quattro siti fondamentali di interazione (un sito accettore di
legame idrogeno HBA, un sito donatore di legame idrogeno HBD, un

anello aromatico Ar e un gruppo idrofobico Hp) (Figura 20) [162].

RING AROMATIC 4.21

HYDROPHOBIC 3.11

}
6.705 < Distance-2 <8.705

RING ARQMATIC 4.1

6.735 < Distance-6 < 8,735

6.185 < Distahce-3 < 8.185
3.25 < Distance-1 <525

6.539 < l)l!-l._’\nct' 5 <8539

HE] 11

2.746 < Distante-4 < 4 746
HBD2 21
HBD 2.11

HBA 1.21

Figura 20 - Top-scoring Hypogen pharmacophore Hypol. Le caratteristiche sono
codificate in base al colore, come segue: anello aromatico, arancio; accettore di legame
idrogeno, verde; gruppo idrofobico, blu; donatore di legame idrogeno, viola. Liu e colleghi
[162].
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8.2 - Studi di docking

Nel 2007, Jiang e colleghi hanno pubblicato il primo studio di docking degli
inibitori di Eg5 nel sito di legame allosterico dell'enzima [174]. E stata
determinata la modalitd di legame di 15 inibitori di Eg5 (compresi
monastrolo, STLC, Ter E e ispinesib). Tutti i composti testati hanno
mostrato interazioni idrofobiche o di legame idrogeno con una tasca
formata da Glull6, Glyl117, Glul18, Trpl27, Alal33, llel36, Prol37,
Tyr211, Leu214 e Glu215. Si sono rivelate essenziali per l'attivita inibitoria
anche le interazioni idrofobiche con Trpl27, Alal33, Tyr21ll e le
interazioni di legame idrogeno con Glul16, Glul18 e Tyr211. Inoltre, lo
studio ha dimostrato che accanto alla tasca di legame principale, dove si
legano tutti gli inibitori, c'é una tasca accessoria piu piccola delimitata da
Ala218 e Arg221. L’interazione delle molecole con quest'ultima tasca
migliora I'affinita di legame; per esempio, (R)-mon-97, che si lega a questa
tasca ha mostrato un aumento di dieci volte dell'attivita inibitoria di Eg5
rispetto a (S)-monastrolo che non si lega (Figura 21) [175]. Lo studio ha
anche rivelato la presenza di una relazione lineare tra I'energia libera di
legame calcolata e I'attivita inibitoria di Eg5.

Due anni piu tardi, Oguievetskaia e i suoi collaboratori hanno riportato uno
studio di design molecolare fragment-based, allo scopo di investigare
guesta tasca di legame accessoria. Il risultato dello studio ha permesso di
identificare nuove molecole capaci di legarsi sia a questa tasca idrofobica,
sia alla principale tasca di legame allosterica e che quindi potrebbero

presentare una promettente attivita inibitoria di Eg5. | composti proposti
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hanno delle caratteristiche generali comuni, infatti contengono tutti un
anello aromatico per legare la tasca L5/a2. Inoltre, come la maggior parte
degli inibitori di Eg5, formano interazioni con Glul16, Glull8 e Argl19.

Infine, la maggior parte di essi formano interazioni idrofobiche con

Leu160, e lle136 [175].

Figura 21 - (a) Vista della superficie del sito di legame di Eg5, a partire dalla struttura
1x88 PDB che mostra il monastrolo co-cristallizzato (verde) e il mon-97 (azzurro chiaro)
dalla struttura 2IEH PDB, ricavato dalla sovrapposizione delle due strutture proteiche con
MED-SuMo. Entrambi i ligandi occupano la tasca formata dal loop 5 (L5) e dall’elica a2
(a2). I mon-97 occupa anche la tasca idrofobica HYD mostrata in (b) (grigio: idrofobico,
blu: idrofilo) [175].

8.3 - Studi tridimensionali della relazione quantitativa struttura-
attivita (3D-QSAR)

Nel 2012, Luo e colleghi hanno riportato uno studio 3D-QSAR degli
inibitori di Eg5 diidropirazolici e diidropirrolici, utilizzando metodi di analisi
comparativa del campo molecolare (CoMFA, Comparative Molecular Field
Analysis) e di analisi comparativa degli indici di similarita molecolare

(CoMSIA, Comparative Molecular Similarity Indices Analysis). | risultati
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dello studio hanno indicato che il legame idrofobico € una caratteristica

importante per la potenza e la selettivita degli inibitori [176].

9 - Conclusioni

Riassumendo, sono stati scoperti molti inibitori di Eg5, i quali agiscono
inibendo in modo competitivo il legame con ’ATP, oppure legandosi in uno
specifico sito allosterico di Eg5. Questi inibitori bloccano le funzioni
cellulari, arrestano la mitosi e inducono la morte cellulare nei tessuti
proliferanti. La loro specificita nell'inibire I'enzima con un effetto quasi nullo
sulla tubulina, insieme al loro effetto sui tumori resistenti al taxolo, fanno
degli inibitori di Eg5 dei composti promettenti per la terapia del cancro.
Inoltre, questi composti non presentano i tipici effetti collaterali neuropatici
diffusi negli agenti antimitotici come il taxolo e gli alcaloidi della vinca.
Molti inibitori di Eg5 sono attualmente in fase di sperimentazione clinica | e
[, come ispinesib e SB-743921 della Cytokinetics, AZD4877 di
AstraZeneca, ARRY-520 di Array Pharmaceuticals, MK-0731 e
EMD534085 della Merck. | risultati degli esami di fase | hanno dimostrato
che quasi tutti gli inibitori di Eg5 testati sono ben tollerati e mostrano dei
profili farmacocinetici accettabili. La principale tossicita dose-limitante
(DLT) riportata €& stata la neutropenia, ma sono stati anche segnalati altri
effetti quali nausea, stanchezza, anemia, leucopenia, trombocitopenia e

diarrea. Come previsto, non é stata segnalata neurotossicita con nessuno
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dei composti testati. Anche se per quasi tutti gli inibitori di Eg5 esaminati
per un’eventuale monoterapia € stata segnalata una limitata risposta
clinica, molti di questi derivati sono in grado di potenziare l'attivita di agenti
antitumorali noti e hanno mostrato attivita antineoplastica in linee cellulari
mutanti. Pertanto, I'uso degli inibitori di Eg5 in una chemioterapia di
combinazione sembra essere piu promettente rispetto al loro utilizzo come
monoterapia. Inoltre, questi composti potrebbero essere utilizzati per il
trattamento di altre malattie proliferative, quali le fibrosi polmonare ed

epatica e la retinopatia diabetica.
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