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Oggetto: Relazione sull’attivita di ricerca svolta dalla Dott.ssa MARIA VALERIA RAIMONDI
durante il congedo straordinario per motivi di studio e di ricerca (D.R. n. 4444 del 9/12/2019) dal
10/01/2020 al 09/07/2020 presso il Dipartimento di Chimica Farmaceutica dell’Universita di Vienna
(Austria)

L’attivita di ricerca della Dott.ssa Maria Valeria Raimondi, durante il periodo di congedo
straordinario per motivi di studio e di ricerca (D.R. n. 4444 del 9/12/2019) dal 10/01/2020 al
09/07/2020, si ¢ svolta presso il Dipartimento di Chimica Farmaceutica dell’Universita di Vienna
sotto la supervisione del Professore Thierry Langer, nell’ambito di un progetto di Drug Discovery
volto all’identificazione di piccole molecole ad attivita antitumorale selettive sull’isoforma 4 del
recettore del fattore di crescita dei fibroblasti (FGFR4).

Il processo di Drug Discovery, che fin dall’inizio del secolo scorso ¢ stato guidato dalla cosiddetta
serendipity, rappresenta oggi un complesso processo in cui la stretta relazione tra biologia e chimica
conduce all’identificazione di un target biologico ed a composti che presentano un effetto
farmacologico su di esso. Il Drug Discovery puo essere suddiviso in piu fasi:

1) identificazione del target e sua validazione;

2) identificazione di Hit compounds;

3) generazione del Lead compound (Hit-to-Lead phase);

4) ottimizzazione del Lead compound.

La fase di sviluppo di un farmaco inizia con lo studio della patologia e ’identificazione di uno o piu

targets, al quale segue uno studio finalizzato alla validazione dei targets ed all’identificazione di Hit




compounds. Gli studi di generazione del Lead compound e la sua ottimizzazione di solito si
sovrappongono o operano in cicli iterativi, non sempre seguendo una direzione lineare.

Allo scopo di individuare nuovi agenti antitumorali, sono stati scelti come targets i recettori del fattore
di crescita dei fibroblasti (FGFRs), dei recettori tirosin-chinasici che svolgono un ruolo chiave nella
regolazione di una pletora di processi biologici tra cui lo sviluppo embrionale, I'omeostasi dei tessuti
ed il metabolismo. Ad oggi, sono stati individuati quattro recettori della tirosin-chinasi
transmembrana appartenenti alla famiglia FGFR: FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4. 'l Cambiamenti
genetici ed epigenetici portano a mutazioni, amplificazioni, riarrangiamenti/fusioni responsabili di
anomalie nei recettori del fattore di crescita dei fibroblasti e svolgono un ruolo chiave negli eventi di
carcinogenesi in diversi tipi di tumore. '3 Ad esempio, mutazioni FGFRs sono state trovate nel 7%
di circa cinquemila tumori solidi.

Per ripristinare l'attivita fisiologica di FGFRs o per ridurre/modulare le loro espressioni geniche, sono
stati sviluppati con successo una serie di inibitori FGFRs che sono attualmente oggetto di studi
preclinici e clinici. Gli inibitori FGFRs sono piccole molecole che si legano in modo competitivo alla
tasca dell'ATP inibendo 1'autofosforilazione della tirosina o la sua attivita catalitica. [*/

Poiché 1 recettori del fattore di crescita dei fibroblasti condividono dal 74 al 77% di omologia
strutturale nei loro domini chinasici, lo sviluppo di agenti selettivi FGFRs rappresenta una grande
sfida. Tuttavia, piccoli cambiamenti nelle sequenze di aminoacidi possono aiutare ad individuare gli
inibitori di specifiche isoforme di FGFR. Ad esempio, molti studi si sono concentrati sulla presenza
della cisteina 522 (Cys522) nella hinge region della tasca di legame dell’ATP di FGFR4,
corrispondente alla tirosina (Tyr522) nelle isoforme di FGFR1-3. (7]

Negli ultimi anni, ¢ stata prestata molta attenzione alla scoperta degli inibitori selettivi di FGFR4 utili
nel trattamento del carcinoma epatocellulare, dei tumori gastrici, del pancreas, delle ovaie e della
mammella, orofaringeo e del carcinoma orale a cellule squamose. 313

Lo scopo del progetto di ricerca svolto durante il periodo di congedo ¢ stato identificare nuovi
composti con attivita selettiva su FGFR4 mediante un approccio computazionale structure-based.
Partendo dalla struttura cristallina di FGFR4 complessata con il Ponatinib (codice PDB: 4UXQ), un
potente inibitore multi-target della tirosin-chinasi utilizzato per il trattamento della leucemia mieloide
cronica Ber-Abl resistente all’imatinib, € stato generato un modello farmacoforo per il sito di legame
di FGFR4 utilizzando LigandScout versione 4.4 Expert, e sono state esplorate le caratteristiche
derivanti sia dal complesso proteina-ligando che dall'apostruttura dell'enzima.

Il modello farmacoforo, perfezionato e validato mediante costruzione della Receiver Operating

Characteristic curve (ROC), ¢ stato utilizzato per analizzare tre databases tramite virtual screening. Il



primo consiste in una hit list di 3.043 molecole ottenute dal database Aldrich Market Select (6,8
milioni di composti) mediante screening del modello farmacoforo del Ponatinib (codice PDB: 4UXQ)
e consentendo I’omissione di massimo 3 features. Il secondo database ¢ composto da 52 composti
progettati modificando la struttura del Ponatinib nel sito di legame FGFR4 (codice PDB: 4UXQ),
utilizzando lo strumento di Binding Affinity Score presente in LigandScout V4.4. Infine, un database
di 327 flavonoidi ottenuti dal sito NPACT (Naturally Occurring Plant-based Anti-cancer Compound-
Activity-Target). 14

Gli studi ADMET in silico (assorbimento, distribuzione, metabolismo, eliminazione, tossicitda) sono
stati condotti su 2.690 hits, selezionati mediante virtual screening, con il software QikProp (versione
6.2, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2019) e hanno permesso di confrontare le proprieta fisico-
chimiche e farmacocinetiche di ciascun hit con quelle del 95% dei farmaci presenti sul mercato.
Sono stati quindi selezionati 138 hits con caratteristiche drug-likeness che sono stati sottoposti a studi
di docking al fine di studiare il binding mode dei ligandi all'interno del sito attivo di FGFR4 (codice
PDB: 4UXQ). Tutte le strutture sono state disegnate in 3D e le loro conformazioni sono state
ottimizzate. Gli studi di docking sono stati eseguiti con il software Autodock 4.2, applicando una
tolleranza (Root Mean Square Deviation, RMSD) di 0,5 A. Infine ¢ stata effettuata un'ispezione visiva
del binding mode dei ligandi per analizzare il modo in cui ciascun hit interagisce con i residui
amminoacidici presenti nel sito attivo di FGFR4.

Questo lavoro ha permesso di identificare diversi Hit compounds che rappresentano un interessante

punto di partenza per sviluppare e sintetizzare nuovi Lead compounds selettivi per FGFR4.
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Lo studio sopra riportato, condotto durante il periodo di congedo straordinario presso il Dipartimento
di Chimica Farmaceutica dell’Universita di Vienna, ¢ attualmente in fase di stesura al fine di essere
pubblicato su una rivista scientifica di chimica farmaceutica.

Alla presente relazione sull’attivita di ricerca si allega la certificazione del Professore Thierry Langer.

Cordiali saluti,

F.to Maria Valeria Raimondi
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