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CAPITOLO 1 - INTRODUZIONE

1.1 Il tumore: definizione e generalita

11 patologo Rupert Willis definisce la neoplasia, o “tumore”, come “un'anormale massa di tessuto, la
cui crescita ¢ eccessiva e scoordinata rispetto a quella del tessuto normale, e persiste con le stesse
modalita anche dopo la cessazione dello stimolo che ha provocato il cambiamento™ [1].
Potenzialmente, una neoplasia puo avere inizio in qualsiasi tessuto dell’organismo, e si divide in due
principali categorie sulla base del comportamento biologico:

® tumore benigno, caratterizzato da un’elevata differenziazione, dalla presenza di una capsula
di tessuto connettivo che lo contiene e dalla bassa aggressivita nell’invadere e danneggiare 1
tessuti circostanti, correlata all’incapacita di metastatizzare;

® tumore maligno (spesso indicato come cancro), in cui le cellule sono poco differenziate, non
vi € la capsula, e si rivela essere molto invasivo e capace di dare metastasi.

Secondo la WHO (World Health Organization) il cancro ¢ la seconda causa di morte mondiale, e nel
prossimo futuro sia I’incidenza che la mortalita aumenteranno [2] [3].
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Figura 1: grafico a dispersione che riporta I’andamento dell’incidenza e della mortalita di tutti i tipi di cancro con
differenziazione di sesso tra il 2020 e il 2040.

In figura 1 ¢ rappresentato un grafico a dispersione proprio della WHO e che dimostra la previsione
di andamento dell’incidenza e della mortalita di tutti i tipi di cancro nel mondo dal 2020 al 2040; la
prima vede un aumento percentuale del 56.7%, la seconda del 63.7% [3].



1.2 Cancerogenesi e fattori di rischio

La cancerogenesi ¢ il processo che, attraverso numerosi stadi, trasforma cellule normali in cellule
tumorali. In generale, essa ¢ riconducibile a vari fattori, che possono essere di natura interna o esterna
all’organismo, (generalmente ¢ raro che la causa sia imputabile a errori genetici), € coinvolge due
tipologie di geni fondamentali: 1 protoncogeni e gli oncosoppressori.
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Figura 2: diagramma rappresentante le fasi della cancerogenesi [4].

I primi codificano per proteine che stimolano la proliferazione e inibiscono i processi apoptotici di
morte cellulare (dette, appunto, “proto-oncogene”, 2.1). In condizioni fisiologiche normali questi geni
sono fondamentali per il mantenimento dell’equilibrio cellulare, ma una loro sovra-espressione pud
portare ad un’eccessiva proliferazione, che a sua volta favorisce lo sviluppo e la crescita tumorale. Il
processo di “attivazione” degli oncogeni costituisce uno step fondamentale per la cancerogenesi.

Al contrario, i geni oncosoppressori codificano per proteine che inibiscono la proliferazione,
favorendo 1 processi di morte cellulare programmata (o apoptosi). Anch’essi sono importanti per
garantire 1’omeostasi ¢ hanno ruoli di controllo della crescita piuttosto che di correzione o
contenimento dei danni genetici.

Una loro mutazione, che nel contesto della cancerogenesi consiste in processi di “down-regulation”,
comporta gravi scompensi, quali la persistenza dei danni al DNA generati durante i processi di
proliferazione cellulare [5].



Di seguito si elencano alcuni fattori ritenuti come determinanti nella valutazione del rischio correlato
allo sviluppo di patologie tumorali [6]:

® fattori genetici (come ’ereditarietd);

® cta, con il rischio che aumenta invecchiando e vede il picco tra gli 80 e gli 84 anni;

® csposizione a cancerogeni chimici, che possono interagire direttamente con il DNA o
scatenare un’attivitd promotrice tumorale indiretta;

® obesita;

® agenti infettivi (come 1’ Helicobacter pylori, che favorisce 1’insorgenza di carcinomi gastrici);

® radiazioni ionizzanti;

® radiazioni UV;

® ormoni (ad esempio, alti livelli di estrogeni e progesterone possono incrementare il rischio di
sviluppare il cancro al seno);

® cccessi nel consumo di alcol e tabacco.

CAPITOLO 2 — LE PROTEINE ANTIAPOPTOTICHE E BFL-1

2.1 Cenni sull’apoptosi

Con il termine “apoptosi” si indica il processo di morte cellulare programmata. Al contrario della
necrosi, in cui la passiva ed incontrollata distruzione delle cellule determina un danneggiamento del
tessuto circostante, I’apoptosi ¢ un processo attivo in cui muoiono selettivamente solo delle cellule
“target” [7].

Essa ¢ fondamentale per I’omeostasi, e le sono attribuibili due principali funzioni:

e fisiologiche, come la regolazione dello sviluppo, I’equilibrio cellulare o la prevenzione dello
sviluppo di danni cellulari o al DNA irreparabili;
e patologiche, attraverso risposte ad infezioni di diversa natura o allo sviluppo di tumori.

Il meccanismo generale dell’apoptosi ¢ riconducibile a quattro principali step:

e innesco del processo (regolato attraverso due possibili modalita, la via intrinseca e quella
estrinseca);

e fase effettrice, in cui il processo di morte cellulare diventa irreversibile;

e degradazione, che vede I’azione di particolari enzimi dette caspasi (proteasi cisteiniche),
autrici della rottura del DNA, di particolari alterazioni strutturali e dell’esposizione della
fosfatidilserina sulla membrana cellulare esterna;

e fagocitosi, regolata da macrofagi (guidati da segnali apoptotici quali la presenza di
fosfatidilserina) che inglobano i residui della degradazione.

Il malfunzionamento dei processi apoptotici pud comportare diversi disordini: un’elevata attivita
apoptotica induce un’eccessiva perdita cellulare, e secondo diversi studi cio ¢ correlabile, ad esempio,
allo sviluppo del morbo di Parkinson [8]. D’altro canto, come gia accennato in precedenza, una scarsa
azione apoptotica (1.2) comporta situazioni di iper-proliferazione, favorendo, ad esempio, la crescita
tumorale.



2.2 La famiglia Bcl-2

Mentre la via estrinseca per I’innesco dell’apoptosi si basa su segnali extracellulari e su proteine quali
il TNFR (tumor necrosis factor receptor), la via intrinseca ha luogo interamente all’interno della
cellula e vede come protagoniste le proteine della famiglia Bcl-2.

Queste regolano il funzionamento del MPTP (Mithocondrial Permeability Transition Pore), una
proteina composta da canali transmembrana situata tra le membrane mitocondriali. Quando un
particolare canale viene aperto, vengono liberate due proteine che stimolano 1’apoptosi, il citocromo
C e DIABLO. A determinare I’apertura sono proprio le Bcl-2, cui appartengono sia proteine
proapoptotiche che antiapoptotiche [7].

Esse sono suddivisibili per funzione e composizione in:

® proteine antiapoptotiche, che contengono il primo, il secondo e, in alcuni casi, anche il terzo
e il quarto dei sottotipi dei domini BH (Bcl-2 Homology, BH1, BH2, BH3 ¢ BH4), tra cui
figurano Bcl-2, Bel-XL, Bel-W;

® proteine proapoptotiche “multi-dominio”, che possiedono il dominio di dimerizzazione BH3
in aggiunta ai domini BHI e BH2. Tra esse troviamo BAX, BAK ¢ BOK;

® proteine proapoptotiche “BH3-only” (in quanto possiedono solo il dominio BH3) che,
dimerizzando, promuovono la liberazione del citocromo C e di DIABLO solo in presenza di
stimoli da parte della cellula. Importanti tra esse sono BID, BAD, BIM, PUMA e NOXA.

Le proteine antiapoptotiche riescono ad interagire con quelle proapoptotiche a livello del dominio
idrofobico BH3, inibendole. Non ¢ chiaro se in tale processo siano coinvolte direttamente solo le
BH3-only o anche le altre proteine proapoptotiche (che con un effetto a catena inducono la cascata
apoptotica), ma il risultato complessivo rimane quello dell’inibizione dell’apoptosi, che, nel contesto
neoplastico, favorisce il processo di cancerogenesi.

Lo sviluppo di inibitori in grado di contrastare 1’azione delle proteine antiapoptotiche ¢ di notevole
interesse in ambito farmaceutico e vede come protagoniste le “BH3 mimetics”, delle piccole molecole
organiche che simulano il comportamento delle BH3-only andando ad interagire con le Bcl-2
antiapoptotiche. Tuttavia, viste le numerose interazioni coinvolte nel dominio BH3, lo sviluppo di un
inibitore efficace e specifico risulta molto difficile.

Negli ultimi tempi, come verra analizzato di seguito, la ricerca si ¢ concentrata in particolare sulla
proteina Bfl-1.

2.3 Espressione di Bfl-1 e scopo della tesi

Bfl-1 ¢ una proteina globulare antiapoptotica appartenente alla famiglia Bcl-2. A livello strutturale ¢
composta da 175 amminoacidi, organizzati in 9 a-eliche (figura 3). Essa possiede quattro domini BH
e il sito attivo € localizzato nel BH3, tra le a-cliche 4 ¢ 5.

Bfl-1 ¢ stata isolata per la prima volta nel fegato fetale umano e viene espressa soprattutto nel sistema
ematopoietico, dove contribuisce alla sopravvivenza cellulare dei leucociti. Da qui viene giustificato
il suo ruolo a livello infiammatorio, ma la sua espressione nel tessuto endoteliale le conferisce anche
una funzione importante nelle risposte immunitarie [9].



Figura 3: rappresentazione della struttura di Bfl-1. Si notino le strutture secondarie ad a-elica, in particolare la4 e la 5
sono colorate in violetto e blu.

E’ stato dimostrato che la sovra-espressione di Bfl-1 ¢ correlata a diverse forme di leucemie e linfomi;
in particolare leucemia linfoblastica acuta, leucemia linfatica cronica ¢ DLBCL (linfoma diffuso a
grandi cellule B, una delle forme di linfoma piu diffusa).

Inoltre, una sovra-espressione a livello di mRNA ¢ associata a tumori solidi, come il carcinoma allo
stomaco, al seno e diverse forme di melanomi. Spesso il livello di espressione ¢ correlato alla gravita
del carcinoma, in quanto aumenta proporzionalmente al processo metastatico.

Secondo diversi studi, Bfl-1 ¢ responsabile della resistenza a farmaci antitumorali (come il
Venetoclax) e alla chemioterapia [9].

La struttura dei domini BH e delle a-eliche che compongono la Bfl-1 determinano la formazione di
una grande tasca idrofobica (tra i domini BH1 e BH3) che comprende il sito attivo.

Le interazioni di Bfl-1 sono simili a quelle delle altre proteine antiapoptotiche della famiglia Bcl-2
(soprattutto Mcl-1, una proteina che contiene solo tre domini BH) e, in particolare, sono stati
riscontrati complessi con BIM, BID, PUMA e NOXA [9]. I residui amminoacidici coinvolti
nell’interazione con BIM dimostrano effetti idrofobici (si noti, ad esempio, Phe 148, Val40 di Bfl-1
con Tyr163 di BIM) e ponti salini (combinazioni di interazioni elettrostatiche e legami a idrogeno,
con Arg88 di Bfl-1 e Asp157 di BIM).

Inoltre, attraverso il complesso NOXA-Bfl-1 viene evidenziata un’interazione covalente veicolata da
Cys55; questa si lega con la Cys175 di NOXA con un ponte disolfuro.

Bfl-1 risulta essere una proteina ancora abbastanza inesplorata, e la ricerca di un possibile inibitore ¢
un argomento di notevole interesse per la comunita scientifica. Vista la struttura della tasca di Bfl-1,
1 primi inibitori proposti sono stati soprattutto di natura peptidica (in grado di occupare meglio la
stessa viste le grandi dimensioni). Tuttavia, fattori quali la scoperta della possibilita di sfruttare
un’interazione covalente con la Cys55 (esposta nella porzione apicale del sito di legame) hanno
incentivato la ricerca di inibitori appartenenti alle piccole molecole organiche, che riescono a



garantire buoni valori di potenza e selettivita offrendo inoltre la possibilita di sfruttare la via orale per
la loro somministrazione.

Lo scopo della tesi € proprio quello di individuare nuovi potenziali inibitori (in particolare, facenti
parte delle piccole molecole organiche) di Bfl-1 sfruttando 1’interazione covalente tra ligando e
proteina, al fine di contrastare la sua azione antiapoptotica nel contesto di patologie neoplastiche.

CAPITOLO 3-CADD e FBDD
3.1 Descrizione e utilizzi del CADD

Con il termine “drug discovery” si intende tutta quella serie di passaggi che porta alla scoperta di
nuove potenziali molecole la cui attivita puo essere sfruttata per il trattamento di patologie. A livello
computazionale, la gran parte della ricerca si concentra in quei passaggi preliminari aventi come fine
I’ottenimento di quelli che vengono definiti “lead compounds” (LC), ovvero entita molecolari
promettenti che, prima di assumere I’appellativo di “farmaci” dovranno superare le fasi pre-cliniche
e cliniche. Tutto cio risulta essere estremamente dispendioso sia a livello di tempistiche (fino a 12
anni) che a livello economico (oltre il miliardo di dollari) [10]. Per rendere il processo di drug
discovery piu veloce, efficiente e sostenibile ¢ ormai diventata di routine I’implementazione delle
tecniche CADD (computer-aided drug design).

Esse si dividono prevalentemente in due categorie [11]:

e SBDD (structure-based drug design), in cui si presuppone una conoscenza preliminare della
struttura del target molecolare attraverso tecniche sperimentali come la cristallografia a raggi
X o la risonanza magnetica nucleare (NMR);

o [BDD (ligand-based drug design), che vengono impiegate qualora le informazioni strutturali
del target non siano disponibili e si basano sull’analisi incrociata della natura chimico-fisica
di un insieme di ligandi che dimostrano attivita sul target di interesse.

Questo tipo di tecniche sono fondamentali nei processi di drug discovery odierni, avendo esse
numerose applicazioni che vanno oltre la manipolazione computazionale del ligando, del target e
I’interazione chimica tra di essi [12]. Ad esempio:

e previsione del’ADMET (absorption, distribution, metabolism, excretion, toxicity), ovvero
del profilo farmacocinetico delle molecole in esame;

e [’analisi del SAR (structure-activity relationship), che consente di individuare quale aspetto
della struttura chimica delle molecole in esame sia responsabile di un determinato tipo di
attivita farmacologica, consentendo di apportare le piu opportune modifiche al fine di
migliorare il profilo interattivo e terapeutico del candidato in esame;

® drug repositioning, cio¢ il riposizionamento di farmaci gia approvati su target diversi
dall’originale con vantaggi prevalentemente economici € commerciali;

e [’implementazione dell’approccio di VS (virtual screening), che permette di poter eseguire
uno screening virtuale di fitti database molecolari e di estrapolare i composti piu interessanti
dal punto di vista farmaceutico senza la necessita di sintetizzarli e testarli tutti
sperimentalmente.



3.2 Il FBDD: definizione e applicazioni

Con il termine fragment-based drug design (FBDD) si fa riferimento ad un particolare tipo di
approccio di drug discovery che consiste nel partire da una molecola organica di dimensioni ridotte
(definita “frammento molecolare”, con massa molare compresa generalmente tra 1250 Da e 1 300 Da)
avente un buon livello di attivita e, attraverso aggiunte, modifiche e sostituzioni, ottenere entita
molecolari di dimensioni tali da garantire un’attivita terapeutica avanzata [ 13]. Il principale vantaggio
sta nella possibilita di lavorare con LC dotati di una massa molare inferiore rispetto ai comuni
composti sottoposti a test (tipicamente intorno ai 500 Da), offrendo cosi un piu ampio spazio per
I’introduzione di modifiche strutturali che, ad esempio, possono piu efficacemente migliorare le
proprieta farmacocinetiche degli oggetti in esame e incrementare la probabilita di consentire la loro
assunzione per via orale (fattore di grande interesse per aumentare la compliance del paziente). [13]

E’ importante notare come il FBDD non sia un metodo che esclude 1’uso di tecniche CADD, ma anzi
si combina con esse per ottimizzare il processo di drug discovery.

Le principali operazioni effettuabili su un frammento in un approccio di FBDD sono tre (figura 4)
[13]:

® “fragment growing”, che consiste nel far crescere il frammento legandovi chimicamente altre
funzionalita molecolari; cid viene generalmente eseguito nel contesto di un sito attivo,
conoscendo quindi la struttura tridimensionale del target e la direzione in cui espandere il
frammento stesso;

® “fragment linking”, ossia la realizzazione di un vero e proprio link chimico che unisce due
frammenti che occupano posizioni differenti del sito attivo;

® “fragment merging”, che permette la fusione dei nuclei molecolari di due frammenti
localizzati nel sito attivo; quest’ultima ¢ spesso I’operazione piu efficace, ma viene applicata
in misura minore rispetto al growing e al linking in quanto non ¢ sempre realizzabile.
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Figura 4: schema che illustra i vari metodi ad oggi utilizzati per il FBDD [14].

Alcuni esempi di farmaci ottenuti grazie al FBDD sono il Venetoclax [15] e il Vemurafenib [16],
usati rispettivamente per trattare leucemie linfatiche croniche e melanomi in fase avanzata.



CAPITOLO 4 - TECNICHE COMPUTAZIONALI

4.1 Preparazione dei ligandi

La preparazione dei ligandi consiste in una serie di operazioni preliminari effettuate sulle molecole
da sottoporre ai test in silico al fine di rendere possibile la loro manipolazione dal punto di vista
computazionale. Nello svolgimento della tesi, cido ¢ stato eseguito grazie ai tool del pacchetto
QUACPAC facente parte della suite OpenEye [17]. Nello specifico, i programmi utilizzati sono:

® tautomers, un tool in grado di generare le forme tautomeriche delle molecole in esame,
andando poi a prioritizzarle in base alla loro stabilita e considerando quindi, in questo lavoro,
solo il tautomero piu stabile;

o OMEGA, un programma adibito alla generazione delle piu opportune coordinate
tridimensionali per le molecole considerate;

® MolCharge, un tool che calcola le cariche parziali per le strutture prese in esame; in questo
elaborato, esse sono state calcolate utilizzando un campo di forze, in particolare il Merck
molecular force field (MMFF);

e [ixpKa,un programma in grado di assegnare lo stato protomerico piu probabile per i composti
sottoposti all’analisi; tale assegnazione ¢ in funzione del valore di pH impostato, cio¢ quello
fisiologico, 7.4.

4.2 Preparazione della proteina target

Si sono scaricati tutti i cristalli (ottenuti da cristallografia a raggi X) dei complessi della proteina Bfl-
1 con un ligando presenti all’interno del Protein Data Bank (PDB, [18]), un database online open-
source di strutture di biomolecole.

Essi sono stati importati nella finestra principale di MOE [19] (Molecular Operating Environment, la
principale suite di molecular modeling utilizzata in questa tesi) e visivamente analizzati. Si ¢ poi
proseguito scegliendo il cristallo piu idoneo sulla base di due criteri:

e si ¢ data maggiore priorita ai complessi in cui il ligando ¢ legato in modo covalente;

e ¢ stato eseguito un confronto basato sulla risoluzione cristallografica, dato che un piu basso
valore di risoluzione aumenta la probabilita che gli atomi siano effettivamente nella posizione
fissata, incrementando 1’affidabilita della struttura.

Il cristallo selezionato ¢ quello con codice PDB “5UUP”.
La preparazione della proteina, a partire dal suddetto cristallo, consiste principalmente in tre
operazioni, svolte all’interno della suite MOE:

® [’assegnazione dell’opportuna conformazione alle catene laterali degli aminoacidi (cio € stato
eseguito secondo il criterio dell’*“occupancy”) ¢ stata eseguita con lo strumento “structure
preparation”, implementato in MOE;

® [’inserimento dei protoni (che non sono risolti dalla cristallografia a raggi X) e I’assegnazione
dello stato protomerico piu probabile per ciascun residuo a pH fisiologico attraverso il
programma “protonate 3D della suite MOE;

® la minimizzazione energetica degli idrogeni introdotti nella struttura.
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Figura 5: rappresentazione del cristallo SUUP della proteina Bfl-1 (in grigio). Il ligando peptidico cristallizzato ¢
colorato in oro nell’immagine. 11 sito di legame Bfl-1 ¢ evidenziato dalla superficie elettrostatica. Si noti I’interazione

covalente veicolata da Cys55 e il ponte salino con Arg88 che stabilizza il peptide nella tasca.

4.3 Docking molecolare

Il docking molecolare ¢ una tecnica computazionale che mira a determinare le migliori conformazioni
adottate da una molecola per legarsi ad un’altra al fine di formare un complesso stabile. In un contesto
farmaceutico, il docking molecolare rappresenta uno degli approcci SBDD piu diffusi ad oggi e viene
fondamentalmente utilizzato per la valutazione delle interazioni ligando-target. A partire quindi da
un ligando e dalla struttura nota del suo target, il docking molecolare permette di generare una serie
di conformazioni possibili del ligando stesso localizzato all’interno del sito attivo della proteina. Esse
sono denominate “binding poses” e sono valutate da particolari funzioni chiamate “scoring
functions”, che creano quindi un vero e proprio ranking. Le migliori poses rappresentano quella che
viene identificata come la miglior soluzione proposta dall’algoritmo per I’interazione tra il ligando e
il target [20].
Gli algoritmi di docking sono formati da due componenti fondamentali: I’algoritmo di ricerca (o
“search algorithm”) e la “scoring function”. 1l primo si occupa di generare un insieme di
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conformazioni del ligando all’interno del sito designato del target, mentre la seconda valuta le poses
generate, assegnando a ciascuna di esse un punteggio (detto “score”) in base a parametri di tipo
geometrico ed energetico. Le migliori conformazioni in uscita da questa valutazione sono passate
nuovamente all’algoritmo di ricerca, che andra a creare una nuova generazione di conformazioni
partendo dalle migliori soluzioni della run precedente. Il funzionamento iterativo del search
algorithm e della scoring function permettono di ottenere, alla fine di un determinato numero di cicli,
un insieme di poses che vengono fornite come output all’utente e che sono ritenute essere le migliori
soluzioni per il binding delle molecole in esame da parte del programma di docking utilizzato.

In generale, il docking molecolare ¢ eseguibile in tre differenti condizioni, che si differenziano 1’'una
dall’altra per i gradi di liberta tenuti in considerazione dall’algoritmo durante il calcolo [20]:

e docking a corpo rigido, che approssima sia il ligando che la proteina come strutture rigide;

e docking semi-flessibile, che considera il target come rigido, tendendo pero in considerazione
1 gradi di liberta conformazionale del ligando;

e docking flessibile, in cui vengono considerati i gradi di liberta sia del ligando che dei residui
del target nel sito attivo.

Intuitivamente, passando da un approccio a corpo rigido fino ad uno flessibile, la complessita di
calcolo aumenta, e, proporzionalmente, anche il tempo di esecuzione.

Ad oggi sono disponibili diversi protocolli di docking, e ognuno sfrutta una particolare coppia
algoritmo di ricerca-scoring function.

4.4 Docking covalente

Da diversi anni a questa parte, il mondo del drug discovery si sta concentrando molto sullo sviluppo
di farmaci covalenti, in grado quindi di legarsi al proprio target instaurando un legame chimico
covalente. Questo tipo di interazione ¢ potenzialmente in grado di fornire vantaggi quali potenza e
selettivita elevate, garantendo un’inibizione tendenzialmente piu duratura nel tempo rispetto ai
comuni inibitori (che sfruttano solitamente interazioni di tipo polare e reversibile con il target) [21].
Tuttavia, si noti come cio0 possa portare anche a problemi importanti: I’irreversibilita dell’interazione
non accompagnata da un’alta selettivita nei confronti del target comporterebbe potenziali effetti
collaterali pericolosi, con il ligando che si troverebbe legato covalentemente ad un’entita diversa dal
target stesso.

I1 boceprevir ¢ un noto esempio di farmaco covalente: esso si lega al sito attivo NS3 del virus HCV,
inibendo la proteasi virale e consentendo il trattamento dell’epatite C [22].

Il problema principale del lavorare con interazioni covalenti riguarda I’implementazione di esse nelle
varie tecniche CADD, che risulta essere molto dispendioso a livello di tempistiche e complessita di
calcolo nel momento in cui la formazione e la rottura di legami chimici deve essere tenuta in
considerazione.

Nel caso del docking covalente, il funzionamento degli algoritmi rimane pressoché invariato rispetto
al docking classico, con la differenza che le conformazioni generate sono vincolate dal legame
covalente imposto alla molecola, che puo essere inteso come una sorta di “perno” durante la ricerca
conformazionale. Un passaggio importante per la validazione dei risultati del docking covalente ¢
I’esecuzione del docking classico (non covalente) dei composti in esame, al fine di verificare che le
conformazioni ottenute nel primo e nel secondo caso siano verosimilmente sovrapponibili. In questo
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modo, ¢ possibile immaginare la situazione in cui, una volta che il ligando ha assunto una
conformazione nella quale il suo gruppo reattivo ¢ orientato verso il residuo reattivo del target
(valutabile dai risultati del docking classico), possa effettivamente avere luogo la formazione di un
legame irreversibile, rappresentato dalle poses fornite dall’algoritmo di docking covalente.

In questa tesi, il software di docking covalente utilizzato ¢ CovDock [23], facente parte della suite
Schrédinger, mentre per il docking non covalente il programma utilizzato ¢ stato Glide [24] (sempre
della stessa suite), basato su un algoritmo sistematico.

CAPITOLO 5 - WORKFLOW

5.1 Fragment growing: prima generazione

Il frammento di partenza (figura 6, codice interno B12), fornito dal gruppo di ricerca del Dott. Mattia
Sturlese, ¢ stato identificato in una campagna di screening di 1000 frammenti condotta tramite il
monitoraggio delle frequenze dei gruppi N-H tipici dei legami peptidici usando la risonanza
magnetica nucleare (SOFAST-HMQC). La natura covalente del legame ¢ stata validata tramite
spettrometria di massa (MS, figura 7), che ha permesso anche di confermare il ruolo del Cloro come
gruppo uscente.

Figura 6: frammento molecolare di partenza; il Cloro rappresenta I’atomo uscente nella formazione del legame
covalente con Cys55.
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Figura 7: Dimostrazione del legame covalente di B12__KO2 con Bfl-1 tramite MS in condizioni denaturanti.
Riquadro A: MS di Bfl-1 (A152-175; Cys4Ser, Cys19Ser). Riquadro B: MS di Bfl-1 (A152-175;

Cys4Ser, Cys19Ser) con aggiunta di B12 KO2 (rapporto 1:10). I picchi corrispondenti alla forma apo Bfl-1 e holo Bfl-
1 sono indicati rispettivamente in rosso e blu.

Dopo aver effettuato la preparazione del ligando (4.1) e del cristallo SUUP (4.2), si € proseguito con
una prima run di docking covalente. Lo scopo principale di questo primo step ¢ quello di ottenere
un’esaustiva visione del frammento nel sito attivo, cosi da rendere chiara la sua direzione di crescita
all’interno della tasca di Bfl-1 (figura 8).
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Figura 8: sovrapposizione delle pose ottenute dal docking covalente del frammento B12 (in ciano) nel sito attivo di Bfl-
1 (in grigio). Si noti I’interazione covalente con Cys55. La freccia rossa indica la direzione ottimale in cui effettuare la
crescita per coprire meglio la tasca di Bfl-1, evitare clash sterici (la superficie elettrostatica aiuta nel prevederlo), e
cercare I’interazione con Arg88.

Il primo passaggio di fragment growing ¢ stato eseguito con 1’apposito strumento della suite MOE
per la crescita di ligandi, usando, come funzionalita molecolari da aggiungere al frammento iniziale,
un database interno della suite formato da oltre 40'000 gruppi.

I composti ottenuti sono stati valutati e filtrati secondo diversi criteri. Primo fra tutti, si ¢ tenuto conto
delle “PAINS-like structures”. Nello specifico, i PAINS (Pan-Assay INterference compoundS, [25])
sono delle funzionalita molecolari note per la loro tendenza a fornire falsi positivi nei saggi
sperimentali. Tutte le molecole presentanti uno o piu di questi gruppi sono quindi state escluse.

Per la prima generazione, tenendo conto che i composti ottenuti hanno dimensioni ridotte (partendo
da un frammento molecolare avente massa molare inferiore a 250 Da), si sono presi come riferimento
i valori dei descrittori molecolari forniti dalla regola di Lipinski [26] per i composti “drug-like”, che
sono stati per0d leggermente riadattati. Questo permette di avere una piu ampia finestra per le
modifiche che verranno introdotte nella seconda generazione. Nello specifico, i criteri di selezione in
questa prima fase sono stati:

® |ogaritmo del coefficiente di ripartizione n-ottanolo/acqua (indicato come “logP”), che indica
I’affinita per una determinata fase; tale valore serve a descrivere quanto il composto in esame
tende a oltrepassare efficacemente le membrane biologiche. La regola di Lipinski
prevederebbe un valore di logP inferiore a 5 per garantire un passaggio efficiente delle
membrane, ma, per 1 motivi sopra citati, questo ¢ stato riadattato; si sono quindi escluse le
molecole con logP superiore a 4;

® massa molare (MM): sono stati eliminati 1 composti con massa superiore a 400 Da;
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® numero di accettori e donatori di legami a idrogeno: sono stati mantenute solo quelle molecole
in cui la somma di accettori e donatori fosse pari o inferiore a 10;

® numero di legami rotabili: questo valore ¢ utile per descrivere la liberta conformazionale di
una molecola, e al suo aumentare diminuisce tendenzialmente la selettivita e I’efficienza del
legame con il target. Per la prima generazione, il valore soglia per questo criterio ¢ stato
definito a 6;

® numero di centri chirali: questo parametro non ¢ incluso nella regola di Lipinski, ma ¢
ugualmente di grande importanza nel drug design per accompagnare la valutazione della
fattibilita sintetica dei candidati; sono state escluse tutte le molecole aventi piu di un centro
chirale.

Una volta effettuate queste operazioni di esclusione, i ligandi rimanenti sono stati dockati con
CovDock producendo 5 poses per ogni composto. Le conformazioni ottenute sono state filtrate per
eliminare quelle che presentassero clash sterici con la proteina (esclusa la porzione covalentemente
legata) ed interazioni elettrostatiche sfavorevoli. I composti rimanenti sono stati poi validati con
Glide, al fine di verificare I’attendibilita delle poses covalenti (figura 15) chiedendo al programma,
in questo caso, di produrre 10 poses per ligando. Infine, per ottenere un numero di candidati
accettabile per le generazioni successive, si ¢ applicato il criterio della diversita chimica,
clusterizzando le molecole e scegliendo la piu rappresentativa per ogni cluster. Nello specifico, dalla
prima generazione si sono ottenuti 6 composti (ai quali ¢ stato assegnato un nome indicato come
“Ligl X, facendo riferimento alla loro appartenenza alla prima generazione), che sono stati poi
sottoposti ad un ulteriore passaggio di crescita. Di seguito si riportano le migliori poses covalenti
insieme alle strutture 2D.

\ Py
N// N OH
o

Figura 9: a sinistra la struttura del composto
Ligl 1 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare 1’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.
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Figura 10: a sinistra la struttura del composto
Ligl 2 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare ’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.
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Figura 11: a sinistra la struttura del composto
Ligl 3 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare ’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.
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Figura 12: a sinistra la struttura del composto
Ligl 4 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare I’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.
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Figura 13: a sinistra la struttura del composto
Ligl 5 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare ’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.
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Figura 14: a sinistra la struttura del composto
Ligl 6 (in arancione) nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da
Cys55 con uscita del Cloro la direzione di crescita
per coprire la tasca e cercare I’interazione con
Arg88. In alto la struttura 2D di tale composto.

Figura 15: a sinistra le migliori poses di Ligl 3
ottenute da CovDock (in arancione) e Glide (in
fucsia) sono confrontate nella tasca di Bfl-1 (in

grigio). Si noti la vicinanza tra il Cloro uscente (in
verde in secondo piano) e il legame covalente
formatosi con Cys5S5, che giustifica I’attendibilita
nella formazione dello stesso. L’energia di Van der
Waals per la pose non covalente & -23.12 kcal/mol.

18



5.2 Fragment growing: seconda generazione

I composti ottenuti dalla prima generazione hanno subito un secondo accrescimento con le stesse
condizioni del primo (5.1). Dai risultati ottenuti dalla crescita di queste entita molecolari, le strutture
contenenti funzionalita assimilabili ai PAINS sono state chiaramente escluse. Avendo a che fare, a
questo punto, con composti pit “maturi”, i filtri utilizzati per la loro selezione sono piu assimilabili a
quelli descritti da Lipinski. Nello specifico, sono state successivamente escluse tutte le molecole con:

® JogP>5;

® MM > 600 Da; tale valore ¢ stato riadattato rispetto alla soglia di 500 Da proposta dalla regola
di Lipinski in quanto il target considerato non ha una vera e propria tasca di legame, ma, per
essere inibito, richiede che la molecola vada ad occupare in lunghezza I’intera superficie tra
le a-eliche 4 e 5. Generalmente, ci0 si ottiene grazie a peptidi sintetici che hanno una massa
molare importante (anche superando 1 1000 Da, 2.3), e quindi i candidati sono stati filtrati in
modo meno restrittivo;

® numero di accettori e donatori di legami a idrogeno superiore a 15;

® numero di legami rotabili superiore a 10;

® numero di centri chirali superiore a 3.

Come in precedenza, i composti che hanno superato i filtri basati sui descrittori molecolari sono stati
sottoposti a docking covalente utilizzando CovDock (anche in questo caso 5 poses sono state prodotte
per ogni ligando). Le conformazioni ottenute sono state filtrate in modo da eliminare quelle che
presentassero clash sterici con la proteina (in siti differenti da quello covalente) o un’interazione
elettrostatica sfavorevole con essa. Per le molecole rimanenti, ¢ stato eseguito, come in precedenza,
un docking non-covalente di validazione con Glide, in modo da provare 1’attendibilita delle pose
covalenti (alcune rappresentazioni della sovrapposizione tra i risultati dei due protocolli di docking
sono riportate nelle figure 16,17,18).

Figura 16: a sinistra le migliori poses di
un derivato (poi chiamato “Ligl 1”)
ottenute da CovDock (in arancione) e

Glide (in fucsia) sono confrontate nella
tasca di Bfl-1 (in grigio). Si noti la

vicinanza tra il cloro uscente (in verde) e

il legame covalente formatosi con Cys55,

che giustifica ’attendibilita nella
formazione dello stesso.

L’energia di Van der Waals per la pose

non covalente ¢ -25.51 kcal/mol.
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Figura 17: a sinistra le migliori poses
di un derivato (poi chiamato
“Ligl_4”) ottenute da CovDock (in
arancione) ¢ Glide (in fucsia) sono
confrontate nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti la vicinanza tra il
cloro uscente (in verde in secondo
piano) e il legame covalente
formatosi con Cys55, che giustifica
I’attendibilita nella formazione dello
stesso.

L’energia di Van der Waals per la
pose non covalente ¢ -32.14 kcal/mol.

Figura 18: a sinistra le migliori poses di un
derivato (poi chiamato “Ligl 5”) ottenute da
CovDock (in arancione) e Glide (in fucsia)
sono confrontate nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti la vicinanza tra il cloro uscente
(in verde) e il legame covalente formatosi con
Cys55, che giustifica I’attendibilita nella
formazione dello stesso.

L’energia di Van der Waals per la pose non
covalente ¢ -28.99 kcal/mol.

Dalla sovrapposizione di tutti i cristalli di Bfl-1 eseguita all’inizio del workflow, risulta evidente come
tutti 1 ligandi cristallografici di questa proteina abbiano in comune un’interazione elettrostatica con il
residuo Arg88. Sono quindi state selezionate dalle pose rimanenti solo quelle nelle quali tale
interazione fosse presente, generando un filtro farmacoforico.

Infine, con I’intento di ottenere un pool di composti verosimilmente sintetizzabile e testabile
sperimentalmente, si ¢ applicato nuovamente un filtro basato sulla diversita chimica, chiedendo in
questo caso di estrapolare i 10 composti con maggiore diversita, che sono stati chiamati con codice
“Lig2 X7, facendo riferimento al fatto che appartengono alla seconda generazione. La migliore pose
per ciascuno di tali composti € riportata in seguito, insieme alla loro struttura 2D.
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Figura 19: a sinistra la struttura del composto Lig2 1 (in
arancione), derivato di “Ligl 17, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.

Figura 20: a sinistra la struttura del composto Lig2 2 (in
arancione), derivato di “Ligl 2”, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.

Figura 21: a sinistra la struttura del composto Lig2 3 (in
arancione), derivato di “Ligl 27, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 22: a sinistra la struttura del composto Lig2 4 (in
arancione), derivato di “Ligl 3, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 23: a sinistra la struttura del composto Lig2 5 (in
arancione) , derivato di “Ligl 47, nella tasca di Bfl-1 (in

grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.

Figura 24: a sinistra la struttura del composto Lig2 6 (in
arancione), derivato di “Ligl 47, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 25: a sinistra la struttura del composto Lig2 7 (in
arancione), derivato di “Ligl 4", nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 26: a sinistra la struttura del composto Lig2 8 (in
arancione), derivato di “Ligl 57, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 27: a sinistra la struttura del composto Lig2 9 (in
arancione), derivato di “Ligl 57, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.
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Figura 28: a sinistra la struttura del composto Lig2 10 (in
arancione), derivato di “Ligl 57, nella tasca di Bfl-1 (in
grigio). Si noti I’interazione covalente veicolata da Cys55
con uscita del Cloro e il ponte salino con Arg88. In alto la
struttura 2D di tale composto.

CAPITOLO 6 - CONCLUSIONE

La Bfl-1 ¢ una proteina antiapoptotica appartenente alla famiglia Bcl-2 e svolge un ruolo importante
nell’inibizione dell’apoptosi, che in uno scenario neoplastico corrisponde ad una favorita
proliferazione tumorale. Lo scopo di questo elaborato ¢ di ottenere potenziali inibitori della Bfl-1
utilizzando un approccio fragment-based drug discovery in silico. Partendo quindi da un frammento
molecolare noto per legarsi covalentemente a Bfl-1, ¢ stato attuato un fragment growing con lo scopo
di ottenere dei composti che occupassero in modo efficiente il sito di legame, selezionando quelli che
interagissero con Arg88. I 10 composti ottenuti dopo due generazioni di crescita verranno fatti
sintetizzare e testati sperimentalmente per 1’inibizione di Bfl-1, con la speranza che possano risultare
efficaci a livello di interazione, attivita e profilo farmacocinetico.

24



Bibliografia

[1] Abul K. Abbas, Jon C. Aster, Vinay Kumar. Robbins Basic Pathology; Saunders/Elsevier
(2007)

[2] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.who.int/health-topics/cancer#tab=tab 1
[3] Accesso in rete (8/3/2022): https://gco.iarc.fr/

[4] Abul K. Abbas, Jon C. Aster, Vinay Kumar. Robbins & Cotran Pathologic bases of disease;
Elsevier (2005)

[5] Jeffrey M Peters, Frank J Gonzalez. The evolution of carcinogenesis. 2018, 165(2), 272-276
[6] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.cancer.gov/about-cancer/causes-prevention/risk

[7] Susan Elmore. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. 2007, 35(4), 495-516

[8] Nour S. Erekat, Thomas B. Stoker, Julia C. Greenland. Apoptosis and its Role in Parkinson’s
Disease. 2018, chapter 4

[9] Xue Li, Junwei Dou, Qidong You, Zhengyu Jiang. Inhibitors of BCL2A1/Bfl-1 protein:
Potential stock in cancer therapy. European Journal of Chemistry, 2021

[10] Olivier J.Wouters, Martin McKee, Jeroen Luyten. Estimated Research and Development
Investment Needed to Bring a New Medicine to Market, 2009-2018. 2020, 323(9), 844-853

[11] Stephani Joy Y. Macalino, Vijayakumar Gosu, Sunhye Hong & Sun Choi. Role of computer-
aided drug design in modern drug discovery. 2015, 38, 1686-1701

[12] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.buruascientific.com/cadd/

[13] Accesso in rete (8/3/2022) https://www.cresset-group.com/media/uploads/files/The-virtual-
elaboration-of-fragment-ideas.pdf

[14] Rob L.M. van Montfort, Paul Workman, Bas Lamoree, Roderick E. Hubbard; Current
perspectives in fragment-based lead discovery (FBLD). Essays Biochem 8 November 2017; 61 (5):
453-464.

[15] Daniel A. Erlanson, Ben J. Davis, Wolfgang Jahnke. Fragment-Based Drug Discovery:
Advancing Fragments in the Absence of Crystal Structures. Cell Chemical Biology, 2019

[16] Quingxin Li. Application of Fragment-Based Drug Discovery to Versatile Targets. PubMed
Central, 2020

[17] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.eyesopen.com/

25



[18] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.rcsb.org/
[19] Accesso in rete (8/3/2022): https://www.chemcomp.com/index.htm

[20] Xuan-Yu Meng, Hong-Xing Zhang, Mihaly Mezei, Meng Cui. Molecular Docking: A powerful
approach for structure-based drug discovery. 2021, 7(2), 146-157

[21] Andrea Scarpino, Gyorgy G Ferenczy, Gyorgy M Keserti. Covalent Docking in Drug
Discovery: Scope and Limitations. 2020, 26(44), 5684-5699

[22] Accesso in rete (8/3/2022): https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Boceprevir

[23] Zhu, K.; Borrelli, K.W.; Greenwood, J.R.; Day, T.; Abel, R.; Farid, R.S.; Harder, E. Docking
covalent inhibitors: A parameter free approach to pose prediction and scoring. J. Chem. Inf.
Model., 2014, 54, 1932-1940

[24] Friesner, R.A., Murphy, R.B., Repasky, M.P., Frye, L.L., Greenwood, J.R., Halgren, T.A.,
Sanschagrin, P.C., Mainz, D.T. Extra Precision Glide: Docking and Scoring Incorporating a Model
of Hydrophobic Enclosure for Protein-Ligand Complexes. J. Med. Chem., 2006, 49, 6177-6196

[25] Jonathan Baell, Michael A.Walters. Chemistry: Chemical con artists foil drug discovery.
Nature 2014, 513, 481-483

[26] Christopher A.Lipinski, FrancoLombardo, Beryl W.Dominy, Paul J.Feeney. Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery and
development settings. 1997, 23, 3-25

26



