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SOMMARIO

Il glioblastoma multiforme ¢ un tumore cerebrale di IV grado e rappresenta la forma piu
aggressiva tra i gliomi maligni. Colpisce prevalentemente individui di sesso maschile
adulti con eta compresa tra i 64 ¢ 84 anni, ma pud manifestarsi anche in eta pediatrica.
Nonostante i progressi ottenuti negli ultimi anni in ambito chirurgico, chemioterapico e
radioterapico, la prognosi per i pazienti affetti da glioblastoma multiforme rimane
sfavorevole, con una sopravvivenza media inferiore ad un anno.

Il farmaco Temozolomide, un agente alchilante, rappresenta attualmente il principale
chemioterapico utilizzato per il trattamento del glioblastoma. Tuttavia, la sua efficacia ¢
limitata dai meccanismi di resistenza sviluppati dalle stesse cellule tumorali.

Uno degli obbiettivi principali della ricerca oncologica ¢ superare la resistenza al
trattamento, attraverso inibitori dei meccanismi di riparazione del DNA, combinazione di
farmaci come il composto 10c2 associato a Temozolomide e I'utilizzo innovativo di
nanoparticelle d’oro.
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CAPITOLO 1 “Gliomi maligni: il Glioblastoma”

II tumore comprende un insieme di 200 malattie, caratterizzate da una crescita cellulare
incontrollata, svincolata dai normali meccanismi di regolazione dell’organismo.
La cellula normale acquisisce la capacita di proliferare in modo incontrollato, grazie
all’azione sinergica e prolungata nel tempo di fattori interni ed esterni che causano
modifiche morfologiche, genetiche e funzionali.

I fattori interni non sono generalmente modificabili, perché caratteristici delle cellule
dell’organismo e trasmissibili alla progenie. Tra di essi rientrano le mutazioni dei geni
oncosoppressori e proto-oncogeni. In condizioni fisiologiche, la cellula segue il ciclo
cellulare, un processo costituito da 4 fasi: la fase G, nella quale vengono sintetizzate le
proteine e la cellula cresce, la fase S, durante la quale avviene la replicazione dell’acido
desossiribonucleico (DNA), la fase Gz, in cui la cellula si prepara alla divisione ed infine
la fase M, attraverso la quale il DNA duplicato viene diviso equamente tra le due cellule

figlie. In Figura 1, sono riportate le fasi del ciclo cellulare in condizioni fisiologiche.
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Figura 1. Fasi del ciclo cellulare in condizioni fisiologiche [1]

In presenza di anomalie, il corretto svolgimento del ciclo cellulare puo essere bloccato da
specifici complessi enzimatici, detti Check point. Tali sistemi di controllo sono un
insieme di proteine codificate da geni oncosoppressori, responsabili della riparazione del
DNA o dell’apoptosi della cellula in presenza di gravi danni, e da proto-oncogeni che
favoriscono la proliferazione cellulare in modo regolato. Quando questi geni sono mutati,
il sistema di controllo perde la sua funzionalita, permettendo alla cellula di entrare nella

fase M nonostante presenti anomalie.



La mutazione dei geni oncosoppressori e proto-oncogeni ¢ anche responsabile della
crescita cellulare incontrollata, favorita dall’insensibilita della cellula ai segnali inibitori
di crescita, della promozione dell’angiogenesi che permette un maggior apporto di
nutrienti alle cellule anomale, dell’invasione dei tessuti con formazione di metastasi e
della mancanza di apoptosi con accumulo di danni genetici. In Figura 2, sono riportati i
principali eventi (eccessiva proliferazione cellulare, angiogenesi e metastasi) che
contribuiscono alla progressione neoplastica, dovuti all’attivazione degli oncogeni e

all’inibizione dei geni oncosoppressori.
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Figura 2. Eventi dovuti alla mutazione degli oncogeni e dei geni oncosoppressori [2]

I fattori esterni sono invece legati allo stile di vita dell’individuo (alimentazione, attivita
fisica, fumo) e all’ambiente di vita e lavoro (esposizione ad agenti infettivi, sostanze
inquinanti, agenti chimici). Quest’ultimi, a differenza dei fattori interni, possono essere
limitati attraverso interventi di prevenzione.

Le principali terapie utilizzate per la cura dei tumori sono: la terapia chirurgica, ovvero
la rimozione diretta del tumore, la radioterapia, che permette la distruzione delle cellule
tumorali attraverso 1’utilizzo di raggi X, protoni o altre sorgenti radioattive, la
chemioterapia che utilizza farmaci affini per uno specifico bersaglio molecolare coinvolto
nella crescita cellulare ed infine I’immunoterapia e la terapia genica.

Per quando riguarda la chemioterapia, i farmaci utilizzati sono classificati in base al loro

meccanismo d’azione e al bersaglio molecolare:



e Gli antimetaboliti: sono analoghi dei substrati enzimatici coinvolti nella sintesi
del DNA, che bloccano principalmente la fase S del ciclo cellulare. Esistono gli
analoghi dell’acido folico che inibiscono I’enzima diidrofolato reduttasi (DHFR),
gli analoghi delle basi pirimidiniche uracile, citosina e timina e delle basi
puriniche adenina e guanina.

e Farmaci a base di ormoni: coinvolti nella cura di tumori che esprimono recettori
per gli ormoni sulla superficie o all’interno delle cellule. Un esempio ¢ il tumore
al seno, il quale presenta cellule con recettori affini ad estrogeni e/o progesterone.
I1 farmaco utilizzato in questo caso ¢ un inibitore dell’enzima aromatasi che, in
condizioni normali, catalizza I’ultimo passaggio della sintesi degli estrogeni.

e Farmaci che agiscono direttamente sugli acidi nucleici: si classificano in base alla
modalita di interazione con il DNA. Possono legarsi in modo reversibile,
attraverso legami a idrogeno con 1 solchi maggiori o minori della doppia elica,
tramite interazioni elettrostatiche con gruppi carichi o mediante interazioni m-n
come avviene per gli agenti intercalanti. In alternativa possono legare il DNA in
modo irreversibile, attraverso legami covalenti.

Gli agenti alchilanti legano covalentemente le basi azotate del DNA, formando due
possibili addotti: monofunzionale, se lega una sola base azotata di un filamento o
bifunzionale, se lega due basi azotate appartenenti ad uno stesso filamento oppure a due
complementari.

Un esempio di agente alchilante, ampiamente utilizzato per il trattamento dei gliomi
maligni, ¢ il farmaco Temozolomide anche noto con ’acronimo TMZ e il cui nome
commerciale ¢ “Temodal”.

Il glioma ¢ una neoplasia intracranica che rappresenta 1’81% di tutti 1 tumori maligni.
Inoltre, il glioma costituisce il 32% dei tumori primitivi del sistema nervoso centrale
(SNC), ossia neoplasie che hanno origine direttamente nel cervello o midollo spinale.
Ad oggi, il tumore piu maligno e aggressivo a carico del SNC ¢ il glioblastoma
multiforme (GBM), appartenente alla famiglia dei gliomi maligni. Da 1 dati
epidemiologici, si osserva una incidenza annuale di 3,1 casi ogni 100 000 individui ed ¢
1,6 volte piu probabile che si sviluppi negli uomini rispetto alle donne. Se si considera in
base alla fascia di eta, si nota che ’incidenza annuale passa da 0,15 nei bambini a 15,03

negli adulti ogni 100 000 individui.



L’eta media della diagnosi del tumore ¢ 64 anni, mentre 1’insorgenza maggiore si osserva
in pazienti con eta compresa tra i 75 e 84 anni.

Nel 90% dei casi il glioblastoma ¢ primario, cio¢ si sviluppa de novo a partire da cellule
gliali normali che proteggono, nutrono e garantiscono il corretto funzionamento dei
neuroni. Il restante 10% sono glioblastomi secondari, ossia derivano dalla progressiva
trasformazione maligna di un glioma di basso grado gia preesistente.

Nel 95% dei casi, il glioblastoma si sviluppa nella sostanza bianca degli emisferi
cerebrali, mentre nel restante 5% ha luogo nel cervelletto, nel tronco encefalico e nel
midollo spinale. La sede principale nel quale insorge ¢ il lobo frontale, seguito dal lobo
temporale, parietale e occipitale.

I sintomi dipendono dalla sede in cui ¢ localizzato il tumore, ma in generale possono
manifestarsi crisi epilettiche, cefalea persistente, deficit motori o del linguaggio,
cambiamenti cognitivi e della personalita, nausea e vomito.

Il glioblastoma, cosi come altri gliomi maligni, manifesta una certa resistenza ai
trattamenti farmacologici, indotta da specifici meccanismi molecolari presenti nelle
cellule tumorali. Tra questi, rivestono particolarmente importanza [’espressione
dell’enzima Og-alchilguanina-DNA alchiltransferasi (AGT) e mutazioni nei geni del
sistema di riparazione DNA mismatch repair (MMR). A causa di questi meccanismi
I’eradicazione completa del tumore e la probabilita di sopravvivenza del paziente oltre 1
12 mesi risulta estremamente bassa: il tempo di sopravvivenza mediano ¢ compreso tra i
14 e 1 18 mesi e il tempo medio, dopo il quale ricompare il tumore a seguito di terapia
chirurgica, radio e chemioterapia ¢ di 6,2 mesi con sopravvivenza di 25-30 settimane.
Inoltre, il tasso di sopravvivenza ad 1 anno ¢ di circa il 30%, mentre a 5 anni ¢ inferiore

al 5%. [3, 4, 5]



CAPITOLO 2 “Scopo della tesi”

Lo scopo principale della seguente tesi ¢ la descrizione del farmaco antitumorale
Temozolomide, ad oggi ampiamente utilizzato per il trattamento del Glioblastoma,
nonostante la sua efficacia risulti limitata dalla presenza di meccanismi di resistenza
propri delle cellule tumorali.

Il presente elaborato ha origine dall’intento di divulgare informazioni relative al
Glioblastoma, un tumore maligno che riduce drasticamente I’aspettativa di vita dei
pazienti ad un anno e di cui se ne parla ancora troppo poco.

I1 Glioblastoma, cosi come gli altri gliomi maligni, ¢ tuttora oggetto di studio. Per questo
motivo, ho ritenuto importante riportare anche le ricerche piu recenti riguardanti le

strategie volte a migliorare 1’efficacia e I’assorbimento del farmaco Temozolomide.



CAPITOLO 3 “Scoperta e sviluppo di Temozolomide”

Nel 2008, il farmaco Temozolomide commercializzato in Europa come “Temodal” e
negli Stati Uniti come “Temodar”, realizzo vendite superiori ad un miliardo di dollari in
un anno solare raggiungendo cosi lo status di Blockbuster.

Le origini di tale farmaco risalgono agli anni 70, quando il chimico farmaceutico Malcolm
Stevens, fondd un laboratorio finalizzato alla scoperta dei farmaci all’interno
dell’universita di Aston, Regno Unito.

In primo luogo, Stevens pose 1’attenzione su una prima classe di composti: i triazeni,
caratterizzati dal possedere una catena lineare di tre atomi di azoto e un’attivita
antitumorale nei confronti di cellule di melanoma maligno.

La Dacarbazina (DTIC), ¢ un esempio di triazene utilizzato ancora oggi per il trattamento
del melanoma maligno. E un profarmaco che nell’organismo si converte nella forma
attiva 3-metil-(triazen-1-il)imidazolo-4-carbossammide (MTIC). Nella Figura 3 vengono

riportate le strutture molecolari della Dacarbazina e della rispettiva forma attiva MTIC.
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Figura 3. Struttura molecolare della DTIC e della sua forma attiva MTIC [6]

Stevens prosegui gli studi prendendo in considerazione un secondo gruppo di molecole
ricche di azoto: gli eterocicli tetrazinici. Grazie ad un articolo di Gunter Edge e Karlheinz
Gilbert, relativo alla sintesi di anelli tetrazinici fusi, Stevens e il dottorando Robert Stone
furono in grado di sintetizzare i primi imidazotetrazinoni: molecole cicliche contenenti
tre atomi di azoto consecutivi, ottenute attraverso la reazione tra isocianati € diazoazoli.

Stone sintetizzo un primo farmaco, il Mitozolomide (MTZ), caratterizzato da un gruppo
cloroetile e una potente attivita antitumorale la cui struttura chimica ¢ riportata in Figura

4.
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Figura 4. Struttura molecolare del farmaco Mitozolomide [6]

Con la sperimentazione clinica di Fase I, che consiste nella somministrazione del farmaco
ad un ristretto numero di individui umani per valutarne la sicurezza e la tollerabilita, la
Mitozolomide risultd estremamente tossica per 1’uomo. Tale tossicita deriva dalla
capacita della molecola di formare legami crociati interstrand nel DNA delle cellule sane
del midollo osseo che porta ad una condizione in cui il livello di piastrine nel sangue ¢
basso (trombocitopenia). La capacita di formare legami crociati nel DNA, ¢ una
conseguenza della presenza del gruppo cloroetile. In particolare, dal momento che
Mitozolomide ¢ instabile a pH fisiologico, si verifica 1’apertura dell’anello e la
formazione del derivato triazenico  5-[3-(2-cloroetil)-triazen-1-il]imidazolo-4-
carbossamide (MCTIC). Successivamente, MCTIC idrolizza liberando il catione
cloroetildiazonio, una specie altamente reattiva capace di alchilare il DNA. In particolare,
si forma un legame eteno tra un residuo di guanina su un filamento e un residuo di citosina
su un filamento di DNA adiacente [7]. Il meccanismo di formazione di legami crociati

nel DNA, per mezzo del catione cloroetildiazonio, € riportato in Figura 5.
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Figura 5. Formazione di un legame inter-filamento nel DNA, provocato da MTZ [7]
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Stevens individuo cosi un altro possibile imidazotetrazinone avente attivita antitumorale,
ma privo di tossicita: il Temozolomide. Quest’ultimo, a differenza della Mitozolomide,

presenta un gruppo metile al posto del cloroetile in modo da impedire la formazione di

legami crociati nel DNA. [6]
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CAPITOLO 3 “Struttura e meccanismo d’aZione di

Temozolomide”

3.1 Caratteristiche chimiche e fisiche di TMZ

II nome IUPAC del farmaco Temozolomide ¢ il seguente: 3-methyl-4-oxo0-3,4-
dihydroimidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazine-8-carboxamide. La sua formula molecolare ¢
CsHsNgO2 e il suo peso molecolare ¢ pari a 194,15 g/mol.

Il Temozolomide ¢ un composto solido, caratterizzato da un punto di fusione di 212 °C e

solubilita in acqua pari a 5,09 g/L. In Figura 6, ¢ riportata la struttura chimica di TMZ.
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Figura 6. Struttura molecolare di Temozolomide [6]

I TMZ contiene un sistema eterociclico imidazo[5,1-d]-1,2,3,5-tetrazinico: gruppo
imidazolo (anello a 5 membri) fuso ad un anello tetrazinico (eterociclo aromatico a 6
membri). La nomenclatura [5,1-d] indica che la fusione tra i due anelli avviene tra la
posizione 5 della tetrazina e la 1 dell’imidazolo, mentre la lettera d specifica quale lato
dell’imidazolo ¢ coinvolto nella fusione. Tale sistema eterociclico, rigido e planare
rappresenta lo Scaffold, ovvero la struttura di base della molecola sulla quale ¢ possibile
apportare modifiche chimiche.

In posizione 8 ¢ presente un gruppo carbossiammidico. Quest’ultimo ¢ polare, puo
formare legami a idrogeno con altre molecole e aumenta I’idrofilicita del farmaco
promuovendone la distribuzione nell’organismo. In posizione 3 ¢ stato inserito un metile,
fondamentale nel meccanismo d’azione del farmaco, perché responsabile della modifica
del DNA nelle cellule tumorali.

Il carbonio carbonilico in posizione 4 ¢ povero di elettroni e forma legami deboli con
I’azoto 5 e 3. Inoltre, solo a pH <5 il TMZ ¢ stabile. Per tali motivi, in soluzione acquosa
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a pH fisiologico, il TMZ idrolizza spontaneamente nella rispettiva forma attiva MTIC.
(vedi infra Figura 7)

L’idrofobicita di un composto ¢ definita in termini di logP, ossia il logaritmo in base 10
del coefficiente di ripartizione P. Quest’ultimo ¢ il rapporto tra la concentrazione della
sostanza in esame nella fase organica e quella nella fase acquosa. Il logP fornisce
informazioni relative al comportamento delle molecole nei confronti delle membrane
biologiche: non tutte le molecole sono in grado di attraversarla liberamente, alcune
richiedono trasportatori specifici, mentre altre permangono nel doppio strato
fosfolipidico. Il farmaco Temozolomide presenta un logP inferiore a 0, pari a -1,153. Tale
valore indica un composto prevalentemente idrofilo.

Nonostante la marcata idrofilicita, il TMZ ¢ in grado di attraversare la barriera
ematoencefalica (BBB), grazie alle sue piccole dimensioni (194 Da) e al valore della pKa
pari a -2,625, che indica che a pH fisiologico la molecola ¢ neutra e solo a pH molto acidi

viene protonata. [8,9]

3.2 Meccanismo d’azione TMZ

Il Temozolomide ¢ un agente alchilante monofunzionale: interagisce in modo covalente
con una sola base del DNA alla volta.

I TMZ in soluzione acquosa si converte nella forma attiva 3-metil-(triazen-1-
il)imidazolo-4-carbossammide (MTIC): I’acqua, agendo da nucleofilo, attacca il carbonio
4 povero di elettroni causando cosi I’apertura dell’anello e il rilascio di CO». L’attivazione
del TMZ a MTIC non richiede la presenza del DNA e avviene in soluzione libera senza
necessitare di un enzima come catalizzatore. Quest’ultimo aspetto rende la
farmacocinetica del TMZ un processo riproducibile.

La scissione del legame N-N del MTIC porta alla formazione del catione metildiazonio,
responsabile della metilazione di una base del DNA e del sottoprodotto 5-
amminoimidazolo-4-carbossammide (AIC) che viene escreto attraverso i reni.

Il meccanismo d’azione di TMZ ¢ riportato schematicamente nella Figura 7.
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Figura 7. Schema del meccanismo d’azione del TMZ [10]

I prodotto ottenuto dalla metilazione del DNA, per mezzo del catione metildiazonio, ¢

riportato in Figura 8.
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Figura 8. Metilazione del DNA, per mezzo del catione metildiazonio [6]
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11 catione metildiazonio puo trasferire un gruppo metilico a diverse basi del DNA: per il
60-80% dei casi nella posizione N7 della guanina, per il 10-20% nella N3 dell’adenina e
solo per il 5% nella Og¢ della guanina. In particolare, la metilazione di quest’ultima base

del DNA ¢ riportato nella Figura 9.
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Figura 9. Metilazione della guanina in posizione Os [10]

Tra 1 3 possibili addotti, I’O¢-metilguanina ¢ responsabile del maggior effetto citotossico
nelle cellule tumorali, anche se rappresenta la lesione causata dal TMZ meno frequente
[11]. Tale aspetto ¢ correlabile all’incapacita del sistema di riparazione MMR del DNA
di trovare una base complementare alla I’Os-metilguanina, causando cosi interruzioni
persistenti nel DNA e successiva apoptosi della cellula tumorale.

Le diverse %, che descrivono la distribuzione relativa degli addotti, sono dovute alla
natura elettrofila del catione metildiazonio: la metilazione delle basi del DNA dipende
quindi da fattori sterici e dal potenziale elettrostatico del DNA.

Il maggior numero di addotti si forma infatti con N7 della guanina, perché presenta il
potenziale elettrostatico negativo piu elevato. [3,11] In Figura 10, ¢ riportata la Guanina

metilata in posizione N7.
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Figura 10. Guanina metilata nell'azoto in posizione 7
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CAPITOLO 4 “Farmacocinetica di Temozolomide”

4.1 Vie di somministrazione di TMZ

Le principali vie di somministrazione del farmaco TMZ sono:

e Somministrazione per via orale: TMZ si presenta sottoforma di capsule rigide da
ingerire. Tali capsule sono assunte con acqua a stomaco vuoto.

e Somministrazione per infusione endovenosa: TMZ, diluita in una soluzione
fisiologica o glucosata, viene iniettata direttamente nel flusso sanguigno
attraverso I’inserimento di un ago o un catetere in una vena.

e Somministrazione per via intranasale: TMZ, incapsulato all’interno di sistemi
drug delivery come le nanoparticelle, viene depositato nella cavita nasale e tramite
nervi olfattivi e trigeminali raggiunge direttamente il cervello [12].

In Figura 11, ¢ riportato il farmaco “Temodal”, nome commerciale della Temozolomide

in formato capsule.

100mg

Temodal 100 mg
hard capsules o

Temazolomide
Cnluse St

Figura 11. Forma farmaceutica commerciale in capsule di TMZ [13]

4.2 ADME del farmaco

La farmacocinetica descrive le diverse fasi alle quali il farmaco va incontro una volta
somministrato: Assorbimento, Distribuzione, Metabolismo ed Eliminazione (ADME).

La somministrazione di Temozolomide avviene principalmente per via orale in assenza
di cibo, dal momento che quest’ultimo provoca una riduzione sia della concentrazione
plasmatica massima del farmaco (Cmax), sia dell’area sotto la curva concentrazione-tempo

(AUC).
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A seguito della somministrazione, il farmaco raggiunge concentrazioni massime nel
plasma gia dopo soli 20 minuti.

Il TMZ ¢ caratterizzato da una ridotta capacita di legare le proteine che favorisce la sua
diffusione e penetrazione nei vari organi e tessuti dell’organismo. In particolare,
attraversa rapidamente la barriera emato-encefalica e raggiunge il fluido cerebrospinale
(CSF).

L’assunzione di TMZ puo essere effettuata anche con altri farmaci, perché non altera il
metabolismo o 1’eliminazione di quest’ultimi dal momento che TMZ non subisce
metabolismo epatico, ma si converte nella forma attiva per idrolisi spontanea. Inoltre, se
somministrato con agenti mielosoppressivi, il TMZ pud incrementare la
mielosoppressione.

Nei 7 giorni successivi dalla somministrazione di TMZ, 1’escrezione fecale media risulta
molto bassa (0,8%); cid conferma un assorbimento del farmaco nel tratto gastrointestinale
quasi completo.

La principale via di eliminazione di TMZ ¢ renale e non fecale. In particolare, il 5-10%
della dose somministrata viene recuperata immodificata nelle urine, mentre il resto viene

escreto come AIC e metaboliti polari non identificati. [14]

4.3 Posologia e tossicita del farmaco

Studi preclinici hanno dimostrato che I’attivita antitumorale ¢ dipendente dallo schema di
somministrazione: dosaggi frequenti aumentano ’efficacia del farmaco rispetto a quelli
singoli. In particolare, nelle fasi I e II dei #rial clinici degli studi europei, il farmaco ¢
stato somministrato per 5 giorni consecutivi ogni 4 settimane.

Le informazioni riportate di seguito, relative alla posologia di TMZ, sono state ottenute
da trial clinici di fase I e II, nei quali vennero distinti i pazienti minimamenti pretrattati
(MP) da terapie pregresse quali chemioterapia e radioterapia, da quelli fortemente
pretrattati (HP) per definire la dose di TMZ da somministrare piu adeguata per ciascun
tipo paziente.

I trial clinici coinvolsero pazienti aventi piu di 18 anni e con aspettativa di vita di almeno
12 settimane, ai quali venne somministrato TMZ sottoforma di capsule rigide da 20 o 100

mg per 5 giorni consecutivi, ogni 28 giorni.
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La dose somministrata ai primi pazienti fu di 100 mg/m?*/die (mg per m? di superficie
corporea). Essa mostrd una tossicitd minima. Per questo motivo ai gruppi di pazienti
successivi venne somministrata una dose maggiore, pari a 150 e 200 mg/m?*/die. Per
ciascun livello di dosaggio maggiore venivano trattati pazienti nuovi sia MP che HP, in
modo da valutare quale fosse il dosaggio piu sicuro per ciascuna classe di pazienti.
L’aumento del dosaggio in un paziente avvenne in modo graduale (Escalation
intrapaziente) ed era permessa solo se non sviluppava tossicita dose-limitante (DLT) e un
altro paziente aveva gia tollerato il livello di dose superiore. In questo modo il paziente
non veniva esposto subito a dosi troppo elevate e poteva raggiungere una dose piu
efficace.

Per il conseguimento degli studi farmacocinetici, vennero prelevati dai pazienti campioni
di sangue e urine prima e dopo la somministrazione del farmaco. Il dosaggio era specifico
per ciascun di essi e rimaneva il medesimo durante i 5 giorni di somministrazione.

Dai seguenti #rial clinici, inoltre si osservo una correlazione lineare tra la dose di TMZ
somministrata € Cmax € AUC, oltre che un aumento del loro valore passando dal primo al
quinto giorno di somministrazione.

Infine, in Figura 12 ¢ possibile osservare 1’andamento della concentrazione di TMZ
rispetto al tempo al giorno 1 (quadrati e cerchi riempiti), al giorno 5 (quadrati e cerchi
vuoti), utilizzando una dose di TMZ pari a 100 mg/m?/die (cerchi) ed una dose pari a 200

mg/m?%die di farmaco (quadrati).
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Figura 12. Concentrazione di TMZ nel plasma vs tempo al giorno 1 e 5 e utilizzando una dose di farmaco pari a 100

e 200 mg/m2/die [16]
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Per quanto riguarda la tossicita di TMZ, gli studi clinici hanno evidenziato che la tossicita
ematologica dose-limitante, ovvero I’effetto collaterale grave che limita la dose massima
somministrabile di un farmaco, ¢ costituito da una trombocitopenia di grado 4
caratterizzata da una conta piastrinica inferiore a 25.000/uL (numero di piastrine per
microlitro di sangue) e da una neutropenia con ANC (numero assoluto di neutrofili nel
sangue) inferiore a 500/uL. Durante i trial, tale tossicita si manifesto sia in pazienti MP
che HP, somministrando una dose di TMZ pari a 200 mg/m?/die.

Utilizzando dosi differenti, la DLT risultd molto piu bassa, indipendentemente dalla
precedente terapia mielosoppressiva del paziente.

In particolare, somministrando 150 mg/m?/die per 5 giorni consecutivi, non sono stati
osservati DLT. Tale dose venne considerata la dose massima tollerata (MTD), ovvero la
dose piu elevata di farmaco che pud essere somministrata ad un paziente senza causare
effetti tossici. 150 mg/m?*/die risultd una dose ben tollerata sia da pazienti MP che HP.
[15,16].

Un altro aspetto critico del farmaco Temozolomide, oltre alla tossicita, ¢ la resistenza

sviluppata dalle cellule tumorali contro di esso.
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CAPITOLO 5 “Strategie per migliorare [’efficacia di

Temozolomide”

5.1 Resistenza al TMZ e sostanze per superarla

Nel tempo le cellule tumorali sono in grado di sviluppare meccanismi di resistenza al
trattamento con TMZ, diminuendo cosi ’efficacia del farmaco. Di seguito vengono
riportati i principali meccanismi di resistenza osservati nel Glioblastoma.

e L’enzima di riparazione del DNA MGMT (Og¢-metilguanina-DNA-
metiltransferasi) € una proteina in grado di rimuovere i gruppi metilici e alchilici
dalla posizione Og delle guanine, consentendo in questo modo la riparazione delle
lesioni causate dal TMZ. L’enzima MGMT trasferisce il gruppo metile, presente
nella posizione Og della guanina, nel residuo di cisteina 145 della sua tasca
catalitica. In questo modo I’enzima viene inattivato in modo irreversibile e
successivamente degradato da un complesso multienzimatico detto proteasoma.
Inoltre, si € osservata una correlazione tra citotossicita e concentrazione di
MGMT: pazienti con elevati livelli di MGMT sono molto piu resistenti all’azione
del TMZ, ovvero I’effetto citotossico risentito dalle cellule tumorali risulta basso.
Per tale motivo, sono stati ideati dei pseudosubstrati in grado di inattivare
irreversibilmente 1’enzima MGMT. Tali molecole terapeutiche sono Og-
benzilguanina e Og-(4-bromotenil)guanina che legano al residuo di Cisteina
rispettivamente un gruppo benzilico e un gruppo bromotenilico. In questo modo
I’enzima non ¢ piu in grado di rimuovere il gruppo metilico dalla guanina. Il
trattamento con TMZ, associato all’uso di questi pseudosubstrati, ha mostrato un
aumento dell’attivita del farmaco, ma allo stesso tempo un elevata tossicita per le

cellule normali, in particolare quelle del midollo osseo.
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La Figura 13 mette a confronto I’attivita dell’enzima MGMT nel caso in cui ¢
presente solo Og¢-metiguanina con quello in cui ¢ presente anche il

pseudosubstrato Os-benzilguanina o Oe¢-(4-bromotenil)guanina.

Cys 145 Cys 145-Me
Me-06-G
_— 06-G
Cys 145 ‘
Me-06-G Cys 145
_ Me-06-G

A Gruppo benzilico o bromotenilico

Figura 13. Attivita enzima MGMT con e senza inibitore

Nelle seguenti Figure 14 e 15 vengono riportare rispettivamente le strutture di Oe-
benzilguanina e O¢-(4-bromotenil)guanina, pseudosubstrati in grado di inattivare

I’enzima MGMT.
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Figura 14. Struttura molecolare di Os-benzilguanina [17]
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Figura 15. Struttura molecolare di Os-(bromotenil)guanina [18]
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Deficit del sistema MMR (DNA mismatch repair), dovuto a mutazioni nei suoi
complessi proteici. Il sistema MMR corregge gli errori relativi all’ appaiamento
delle basi nucleotidiche che possono insorgere durante la sintesi del DNA. In
presenza di un trattamento con TMZ, 1’O¢-metilguanina non si appaia con una
citosina, bensi con una timina. Il sistema MMR riconosce tale errore e rimuove il
filamento contenente la timina, lasciando inalterata 1’Os-metilguanina che
accoppia nuovamente con un’altra timina nei cicli di replicazione successivi. Ogni
volta che viene sintetizzato un nuovo filamento, il sistema MMR interviene fino
a quando non si verifica 1’arresto del ciclo cellulare e la successiva apoptosi. Le
mutazioni a carico delle proteine del sistema MMR non permettono la correzione
degli errori, consentendo cosi alla cellula tumorale di continuare a replicare il
DNA e sopravvivere.

Il sistema di riparazione per scissione di basi BER (Base Excision Repair).
Quest’ultimo coinvolge 1’enzima PARP-1 (poli(ADP-ribosio) polimerasi-1), il
quale si attiva in presenza di un danno nel DNA. Tale via ¢ indotta nel momento
in cui il TMZ metila la posizione N3 dell’Adenina e la N7 della Guanina, che
rappresentano il 90% delle modifiche indotte dal farmaco. Dal momento che tali
modifiche vengono corrette in modo immediato dal sistema BER, per potenziare

I’efficacia del farmaco sono necessari inibitori di PARP che ne limitano 1’attivita.

22



La resistenza al TMZ, correlata ai meccanismi MGMT, MMR e BER, ¢ schematizzata

nella seguente Figura 16.
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Figura 16. Principali meccanismi di riparazione del DNA: MGMT, MMR e BER [15]

Altri meccanismi di resistenza sono:

e Recettore del fattore di crescita dell’epidermide (EGFR) che promuove la
proliferazione, la migrazione e 1’angiogenesi delle cellule tumorali. Nel momento
in cui il ligando, un fattore di crescita, si lega alla forma non mutata del recettore,
viene attivata una via di segnalazione che determina I’inibizione dell’apoptosi e
dell’autofagia cellulare. La resistenza al farmaco puo essere attenuata inibendo
tali vie di segnalazione con appositi farmaci come Cetuximab, Gefitinib e

Erlotinib accompagnati da radioterapia e TMZ. I risultati ottenuti attraverso
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questo trattamento sono piuttosto deludenti: la sopravvivenza ¢ prolungata per
solo 5 mesi e 1 benefici non risultano essere molto significativi.

La proteina Galectina-1 appartiene alla famiglia delle lectine, viene prodotta in
condizioni ipossiche ed ¢ dotata di un dominio di riconoscimento dei carboidrati
(CRD). L’inibizione di tale proteina avviene attraverso il lattulosio sintetico, un
B-galattoside che si lega al sito CRD, oppure mediante il galattomannano o
Davanal che si lega ad un sito distinto dal CRD.

Negli esseri umani sono presenti proteine oncosoppressorie in grado di bloccare
la crescita cellulare in risposta a lesioni del DNA. Il gene TP53 codifica per la
proteina oncosoppressore p53, la cui emivita risulta breve a causa dell’azione
inibitoria di Mdm?2. La sovraespressione del gene Mdm?2 determina una perdita di
funzionalita della proteina p53 e la mutazione del gene TP53 che porta alla
produzione di una proteina p53 mutata e inerte all’azione inibitoria di Mdm?2.
L’accumulo di quest’ultima proteina, favorisce la crescita delle cellule tumorali e
la resistenza alla chemio-radioterapia. Attraverso la terapia genica e/o inibitori del
legame Mdm2-p53, come Nutiln-3, ¢ possibile ripristinare la funzionalita della
proteina p53 non mutata. Associato alla proteina p53 si osserva un enzima
oncosoppressore, il PTEN (Phosphatase and TENsin homolog) che impedisce
I’inattivazione di p53 attraverso la soppressione di Mdm?2. Allo stesso tempo p53,
legandosi al promotore di PTEN, ne potenzia la trascrizione genica. Si osserva
che, la combinazione di queste due proteine non mutate, incrementa la sensibilita

delle cellule tumorali al trattamento con TMZ [11].

5.2 Sostanze innovative per superare la resistenza al farmaco

Sono stati studiati diversi composti con attivita antiproliferativa ed efficacia significativa,

in grado di contrastare alcuni dei principali meccanismi di resistenza al farmaco TMZ.

Di seguito ¢ riportata 1’identificazione del composto 10c2, che combinato con TMZ ne

potenzia I’efficacia.

Lo sviluppo ha inizio dall’alcaloide fenantroindolizidinico di origine naturale: il CAT (S-

(+)-deossitilofrinidina). Successivamente, si dimostrd che il suo metabolita, PF403,

mostra in vitro una migliore attivita antitumorale rispetto al CAT, ma perde efficacia una

volta somministrato per via orale nei modelli murini. Per superare tale limite, si prese in
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considerazione il profarmaco di PF403: il CAT3 (13a-(S)-3-pivaloyloxi-6,7-
dimetossifenantr[9,10-b]-indolizidina). Tale sostanza si ¢ dimostrata piu efficace contro
il GBM ed ¢ in grado di inibire una via di segnalazione che se iperattivata, favorisce la
proliferazione, I’invasione e la resistenza ai farmaci delle cellule tumorali. Tuttavia,
I’utilizzo di CAT3 ¢ limitato a causa dei suoi effetti collaterali, in particolare la tossicita
gastrointestinale.

Nella Figura 17, € possibile confrontare la struttura molecolare di CAT, PF403 e CAT3.

Figura 17. Struttura molecolare dei composti CAT, PF403 e CAT3 [19]

Successivamente, si pose I’attenzione sul triazolo: un eterociclo a 5 membri costituito da
3 atomi di azoto ¢ due di carbonio. Quest’ultimo ¢ considerato un isostero elettronico di
carbossilati, esteri, ammidi e altri sistemi eterociclici come il pirazolo. E caratterizzato da
un grande momento dipolare che gli permette, attraverso legami non covalenti come le
forze di van der Walls e legami a idrogeno, di interagire con diversi bersagli presenti nelle
cellule tumorali. Inoltre, il triazolo presenta una significativa attivita antitumorale,
associata ad una maggiore efficacia e minori effetti collaterali. La Figura 18 confronta la

struttura chimica del triazolo con le strutture isostere ad esso correlate.
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Figura 18. Struttura chimica del Triazolo e dei suoi isosteri
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Individuate le potenzialita di tale composto, vennero realizzati diversi derivati 1,2,3-
triazolici-N-sostituiti di CAT3, la cui sintesi si sviluppa attraverso le seguenti reazioni
rappresentate in Figura 19:

1- Reazioni di sostituzione nucleofila tra benzilalogenuri sostituiti da gruppi
elettron-attrattori o elettron-donatori e metil-1,2,3- triazolo-4-carbossilato, seguite
da reazione di idrolisi

2- Condensazione tra il gruppo carbossilico del triazolo sostituito e quello ossidrilico
fenolico del PF403

3- Sintesi dei prodotti target: 10al~10a9, 10b1~10b9 e 10c1~10c9
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Figura 19. Schema di reazione per la sintesi dei derivati 1,2,3-triazolici-N-sostituiti di CAT3 [19]

Inizialmente, venne valutata ’attivita antiproliferativa dei composti target 10al~10a9,
10b1~10b9 e 10c1~10c9, sulla linea cellulare umana di GBM U87MG. Inoltre, venne
definita anche I’attivita antiproliferativa di TMZ per confrontarla con quella dei composti
target. La Figura 20 riporta 1 valori di ICso dei diversi composti target, di TMZ e CAT3,

valutati nella linea cellulare US7MG.
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Compounds 1Csn/ Compounds 1Csn/ Compounds 1Cs0/

nM nM nM
U87MG U87MG US7MG
10al 1.52 = 10a4 0.22 = 10a7 0.79 +
0.34 0.05 0.09
10b1 3.56 £ 10b4 2,10 = 10b7 1.74 +
1.06 0.59 0.57
10c1 0.78 £ 10c4 1.18 = 10c7 375+
0.11 0.12 1.10
10a2 0.26 £ 10a5 0.48 = 10a8 5.58 +
0.07 0.08 1.17
10b2 1.30 = 10b5 1.11 = 10b8 3.99 +
0.25 0.22 0.75
10c2 0.27 £ 10e5 1.54 = 10c8 0.58 +
0.05 0.23 0.14
10a3 1.27 £ 10a6 0.40 = 10a9 0.55 +
0.58 0.08 0.23
10b3 1.42 £ 10b6 3.25 = 10b9 1.47 +
0.29 0.56 0.43
10¢3 0.44 + 10c6 0.69 = 10c¢9 0.79 +
0.20 0.13 0.23
CAT3 0.99 + TMZ =50 pM
0.44

Figura 120. ICso dei composti target, di TMZ e CAT3 [19]

Tra 1 seguenti composti target, 10c1, 10a2, 10c2, 10c3, 10a4, 10a5, 10a6, 10c6, 10a7,
10c8, 1029 e 10c9 hanno mostrato un’attivita antiproliferativa migliore (ICso < InM)
rispetto a CAT3. L’attenzione si spostd poi su 10a2, 10c2, 10c3, 10a4, 10a5 e 10a6,
perché caratterizzati da una potenza significativamente maggiore nei confronti di U§7MG
(ICs0 < 0,5 nM), rispetto agli altri composti farget. Si osservo, che la maggiore attivita di
tali composti era correlata alla presenza di sostituenti elettron-attrattori sull’anello 1,2,3-
triazolico.

Successivamente, si valutd nuovamente 1’attivita dei composti target, ma sulle linee
cellulari T98G, U343/TMZ e U251/TMZ, resistenti al TMZ. I risultati hanno mostrato
che 1 composti 10a2, 10c2, 10a4, 10a5, 10a6, 10c8 e 10a9 sono caratterizzati da una
efficace attivita antiproliferativa nelle linee cellulari resistenti al TMZ. In particolare,
dagli studi sulla correlazione struttura-attivita (SAR), ¢ emerso che la presenza del
sostituente  4-trifluorometilbenzilico (gruppo elettron-attrattore) in posizione C
sull’anello 1,2,3-triazolico, aumenta in modo significativo I’attivita antiproliferativa
contro le tre linee cellulari resistenti al TMZ. La Figura 21 riporta i valori di ICso dei
composti 10a2, 10c2, 10a4, 10a5, 10a6, 10c8, 10a9, CAT3 e TMZ, valutati nelle tre linee
cellulari T98G, U343/TMZ e U251/TMZ. In particolare, si osserva che 1 composti 10a2
e 10c2 hanno una efficacia paragonabile a quella di CAT3 (ICso < 1 nM).
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Compounds IC50/nM"”

U343/TMZ U251,/TMZ T98G

10a2 0.35 + 0.08 0.22 + 0.05 0.42 + 0.17
10c2 0.35 + 0.05 0.65 + 0.28 0.70 + 0.17
10a4 1.05 + 0.41 0.76 + 0.22 3.56 + 0.60
10a5 1.87 + 0.41 1.76 + 0.37 4.96 + 2.22
10a6 0.96 + 0.43 0.83 + 0.28 1.09 + 0.17
10c8 0.39 £ 0.10 0.87 + 0.27 1.34 4+ 0.29
10a9 1.52 + 0.48 1.29 + 0.42 1.63 + 0.23
CAT3 0.34 + 0.15 0.46 + 0.09 0.62 + 0.14
TMZ >500 M >500 uM >500 pM

Figura 13. IC50 dei composti 10a2, 10c2, 10a4, 10a5, 10a6, 10c8, 10a9, di CAT3 e TMZ nelle linee cellulari T98G,
U343/TMZ e U251/TMZ [19]

CATS3 ¢ noto per indurre grave tossicita gastrointestinale. Tra i composti 10c2 e 10a2,
aventi efficacia paragonabile a quella di CAT3, 10c2 presenta una citotossicita piu bassa
(CCso = 1,12 £ 0,33 nM) verso la linea cellulare epiteliale della muscosa gastrica umana
(GES-1). Dagli studi emerse che il composto 10a5 presenta una citotossicita (12,65 = 3,04
nM) ancora piu bassa rispetto a 10c2.

In seguito, ¢ stato selezionato solo il composto 10c2 che, nonostante presenti una
citotossicita piu altra verso le cellule GES-1 rispetto a 10a5, ha mostrato un’attivita
antiproliferativa piu marcata sulle linee cellulari resistenti a TMZ.

10c2 ¢ I’hit compound di tale screening, la cui struttura ¢ riportata nella Figura 22.

FiC

Figura 22. Struttura chimica del composto 10c2

Uno studio sull’attivita del composto 10c2, ha dimostrato che quest’ultimo provoca una
frammentazione del DNA nella linea cellulare T98G del GBM, con conseguente apoptosi.
Inoltre, ¢ stato dimostrato che 10c2 inibisce in modo dose-dipendente I’espressione di
MGMT, permettendo cosi di superare la resistenza al TMZ sviluppata dalle cellule

tumorali.
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Dal punto di vista farmacocinetico, 10c2 ¢ altamente idrofobico, con un logP pari a 7,076.
Per quanto riguarda la sua permeabilita nei confronti della barriera ematoencefalica, 10c2
¢ in grado di attraversarla facilmente e distribuirsi nel cervello, come dimostrato dal
logBB, ovvero il logaritmo in base dieci della concentrazione di 10c2 nel cervello rispetto
a quella nel sangue, che risulta superiore a 0,7. Quest’ultimo indica una concentrazione
del composto nel cervello piu elevata di 5 volte rispetto che nel sangue.

Dal momento che 10c2 presenta una significativa attivita antitumorale nelle linee
cellulare di GBM e un notevole effetto di chemiosensibilizzazione alla TMZ, € stata
valutata la terapia di combinazione, nella quale si somministra al paziente sia TMZ che
10c2. Tale terapia ha dimostrato un netto miglioramento dell’effetto terapeutico di TMZ

[19].
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CAPITOLO 6 “Nanoparticelle: una nuova soluzione”

Il farmaco Temozolomide ¢ in grado di attraversare la barriera ematoencefalica (BBB),
grazie alle sue piccole dimensioni e alla sua moderata lipofilia. Nonostante cio, solo una
piccola frazione della dose sistemica di TMZ giunge al cervello, dal momento che a pH
fisiologico TMZ idrolizza in modo immediato nella forma attiva MTIC, la quale pero non
¢ in grado di attraversare la BBB.

Una soluzione a tale problema consiste nell’utilizzo di nanoparticelle d’oro (GNPs), le
quali veicolano TMZ direttamente nel cervello, evitando la sua conversione nella forma
attiva MTIC nel sangue.

L’utilizzo di nanoparticelle (NP) nella terapia farmacologica, rappresenta un impiego
innovativo per migliorare ’efficacia e ridurre gli effetti collaterali dei farmaci. Sono
particelle di dimensioni comprese tra 1 e 100 nanometri, caratterizzate da una superficie
estesa e dalla possibilita di essere funzionalizzate per migliorare 1’interazione con tessuti
biologici e cellule. In ambito biomedico, le nanoparticelle rappresentano sistemi ‘drug
delivery’ che incapsulano, proteggono e veicolano 1 farmaci ai tessuti/cellule bersaglio.
Esse sono in grado di attraversare la barriera ematoencefalica, permettendo il trattamento
di patologie come il cancro, le malattie neurodegenerative e le infezioni.
Nel caso del glioblastoma, vengono utilizzate delle nanoparticelle d’oro per veicolare
TMZ. Quest’ultime sono coniugate a TMZ e funzionalizzate con anti-EphA3, un
anticorpo monoclonale in grado di riconosce in modo specifico il recettore EphA3
(recettore tirosin-chinasico Ephrin A3). Tale recettore ¢ responsabile della proliferazione
delle cellule tumorali, dell’angiogenesi e della progressione della malattia. Dal momento
che EphA3 ¢ sovraespresso nelle cellule di GBM e assente nelle cellule normali, tale
recettore funge da bersaglio molecolare per le nanoparticelle.

Le GNPs vengono sintetizzate mediante riduzione dell’acido tetracloroaurico (HAuCly4)
utilizzando citrato trisodico (Na3CsHsO7) come agente riducente. La formazione delle
GNPs ¢ evidenziata dal viraggio del colore della soluzione a rosso bordeaux. Tale
soluzione, analizzata mediante spettroscopia UV-visibile, mostra una banda plasmonica
superficiale (SPR) intorno ai 520 nm, dovuta all’oscillazione collettiva degli elettroni

liberi sulla superficie delle nanoparticelle in risposta alla radiazione luminosa incidente.
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Per ottenere le GNPs coniugate con TMZ (TMZ@GNPs), ¢ necessario prima disciogliere
e diluire il derivato temozolomide-polietilenglicole-tiolo (TMZ-PEG-SH) e
successivamente aggiungerlo goccia a goccia alle GNPs precedentemente ottenute. La
coniugazione di TMZ sulla superficie delle nanoparticelle avviene grazie alla presenza
del gruppo tiolico (-SH), il quale presenta una forte affinita per le particelle d’oro. Le
GNPs coniugate con TMZ, vengono poi funzionalizzate con anti-EphA3. Quest’ultimo
viene aggiunto ad una miscela di TMZ@GNPs, acido tiolato-polietilenglicolico (HS-
PEG-COOH), 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimmide cloridrato (EDC) e N-
idrossisuccinimmide (NHS), dispersa in una soluzione tampone di fosfato di sodio e
cloruro di sodio (PBS). Il prodotto finale ¢ una nanoparticella coniugata con TMZ e
funzionalizzata con anti-EphA3 (anti-EphA3- TMZ@GNPs). In Figura 23 ¢

schematizzata la sintesi di GNPs coniugate al TMZ e funzionalizzate con anti-EphA3.
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Figura 23. Sintesi di GNPs coniugate al TMZ e funzionalizzate con anti-EphA3 [20]

Le nanoparticelle d’oro, TMZ@GNPs e anti-EphA3-TMZ@GNPs, ottenute attraverso
questo metodo di sintesi, mostrano una morfologia sferica e sono piu uniformemente
disperse, ovvero non si aggregano e rimangono separate [’una dall’altra, rispetto alle

nanoparticelle non coniugate con TMZ.
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La Figura 24 riporta I’'immagine delle nanoparticelle d’oro GNPs, delle TMZ@GNPs e
delle anti-EphA3-TMZ@GNPs.
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Figura 24. Immagine delle nanoparticelle GNPs, TMZ@GNPs e anti-EphA3-TMZ@GNPs [z]

Le nanoparticelle d’oro vengono coinvolte in una strategia terapeutica innovativa, la
Photothermal-Photochemotherapy Treatment (PPTT) che combina fototermoterapia con
chemioterapia. Nella PPTT le anti-EphA3-TMZ@GNPs vengono somministrate per via
intranasale e successivamente irradiate con luce nel vicino infrarosso (NIR, 780-808 nm).
L’assorbimento dell’energia luminosa, da parte delle nanoparticelle, causa 1’oscillazione
collettiva degli elettroni liberi sulla superficie che a sua volta rilasciano energia
sottoforma di calore. Il calore prodotto causa un riscaldamento localizzato nell’area
tumorale che comporta la disgregazione delle membrane cellulari e la denaturazione delle
proteine del tumore. Inoltre, tali effetti termici, aumentano la permeabilita e la sensibilita
delle cellule tumorali al TMZ, attivano la proteina p53 che a sua volta inibisce
I’espressione dell’enzima MGMT e favoriscono il processo di apoptosi.

Per valutare Dattivita delle nanoparticelle anti-EphA3-TMZ@GNPs combinate con
radiazione NIR, sono stati condotti degli studi in vivo su topi con GBM derivato dalla
linea cellulare T98G. In particolare, i modelli murini sono stati trattati in modo differente:
un gruppo con TMZ da solo, un altro con TMZ@GNPs in combinazione con radiazione
NIR e un terzo con anti-EphA3-TMZ@GNPs sempre in combinazione con radiazione
NIR. I risultati hanno evidenziato che il trattamento con nanoparticelle d’oro combinate
con radiazione NIR, induce un tasso di apoptosi significativamente maggiore (82,6-
88,3%) rispetto al trattamento con solo TMZ (11,3%).

In conclusione, le nanoparticelle d’oro coniugate a TMZ e funzionalizzate con anti-
EphA3 favoriscono 1’accumulo del farmaco nel sito del glioma e se combinate con

radiazione NIR inducono efficacemente I’apoptosi e riducono la resistenza al TMZ [21].
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CONCLUSIONI

La presente tesi di laurea approfondisce il farmaco antitumorale Temozolomide,
utilizzato per il trattamento del glioblastoma multiforme, ponendo 1’attenzione sulle
principali strategie volte a migliorarne 1’efficacia.

Nonostante Temozolomide sia il principale agente terapeutico utilizzato attualmente per
il trattamento del glioblastoma multiforme, la sua efficacia infatti risulta fortemente
limitata dai meccanismi di resistenza sviluppati dalle cellule tumorali.

Negli ultimi anni, lo sviluppo di strategie terapeutiche innovative, come 1’utilizzo di
nanoparticelle d’oro e la sintesi del composto 10c2, hanno mostrato risultati promettenti
nel superare la resistenza al farmaco, potenziarne 1’attivita citotossica e rendere il
trattamento piu selettivo nei confronti delle cellule tumorali. Nonostante cio, tali approcci
sono ancora in fase sperimentale e richiedono ulteriori studi per valutarne la sicurezza, la
stabilita e I’efficacia terapeutica.

In conclusione, Temozolomide continua a rappresentare un cardine per il trattamento del
glioblastoma multiforme, ma la ricerca € spinta verso nuove innovazioni, per permettere

un futuro migliore ai pazienti affetti da questa malattia.
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