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2.5 Inquadramento dellaricerca proposta (in ambito nazionale ed inter nazionale)

11 Micobacterium tuberculosis, agente eziologico della tubercolosi (TB), & considerato uno dei principali agenti infettivi al mondo [1]. Secondo il pit recente report
dell'Organizzazione Mondiale della Sanita (WHO), il numero di nuovi casi di TB nel mondo, nel 2004, € cresciuto a 9 milioni e nello stesso anno ¢i sono stati circa 2
milioni di morti a causa della stessa [2]. La diffusione della TB in Africa & un fenomeno ormai devastante, sia a causa delle scarse condizioni sanitarie che a causa
della coinfezione da HIV; infatti il 31% di casi di TB sono attribuibili alla confezione [3-5].

L'aumento di nuovi casi e causato anche da ceppi di micobatteri atipici quali M. leprae, che infetta 12 milioni di pazienti nel mondo, M. avium complex (MAC),
agente opportunistico nel pazienti affetti da AIDSe M. ulcerans che causa ulcera di Buruli , una grave patologia della pelle[6].

Uno dei principali ostacoli al controllo globale della Tubercolosi € rappresentato poi, dalla riattivazione della malattia in pazienti che hanno un'infezione latente, in
cui si pensa chei batteri siano in uno stato a crescita lenta o non crescita [ 7,8] e sono resistenti al convenzionale trattamento [9].

In questa fase i micobatteri vivono nei macrofagi in uno stato di latenza e sono protetti dai meccanismi di difesa dell'ospite.

L'attual e regime terapeutico prevede la contemporanea somministrazione, per i 2 primi di mesi, di isoniazide (INH), rifampicina (RIF), pirazinamide (PZ) in
associazione con streptomicina (STR) o etambutolo (EMB), definiti farmaci di prima scelta [ 10], e per i successivi 4 mesi di un solo farmaco di prima scelta. Nel caso
di micobatteri resistenti a questi farmaci, la terapia prevede I'utilizzo di farmaci di seconda scelta come etionamide (ETA) o fluorochinoloni (FQs). Questa terapia &
in genere poco tollerata dai pazienti, che molto spesso la interrompono al verificarsi dei primi miglioramenti, con conseguente instaurarsi del fenomeno della
resistenza [11]. Infatti I'impossibilita di cura della TB, € aggravata dallo sviluppo di ceppi di micobatterio resistenti ai farmaci di prima scelta (MDR-TB) ma ancor
di piu dallo sviluppo di ceppi multi resistenti (XDR-TB) sia ai farmaci di prima scelta che a quelli di seconda scelta] 12-14].

Sulla base di cio, laricerca deve porsi come obiettivo la scoperta di nuovi farmaci che agiscano soprattutto con un meccanismo d'azione diverso dai comuni farmaci
impiegati in terapia. In questo contesto assumono particolare rilievo le informazioni relative alla scoperta della sequenza genomica del M. tuberculosis, recentemente
ultimata [15], el'identificazione dei vari geni micobatterici virulenti che consentiranno |'identificazione dei geni che codificano nuovi targets.

Considerando quanto riportato, 1o sviluppo di nuovi farmaci antitubercolari dovrebbe seguire le seguenti linee guida: i) sviluppare farmaci pit efficaci in modo da
accorciare la attuale durata della terapia; ii) realizzare molecole che agiscano con diverso meccanismo d'azione con lo scopo di risolvere il fenomeno della
resistenza; iii) ideare farmaci che siano efficaci nell'eradicazione del M. tuerculosis intramacrofagico.

Bibliografia

1.Cegielski JP, Chin DP, Espinal MA, Frieden TR, Rodriquez Cruz R, Talbot EA, Weil DE, Zaleskis R, Raviglione MC: The global tuberculosis situation. Progress
and problemsin the 20th century, prospects for the 21st century. Infect.Dis.Clin.North Am.(2002)161: 1-58.

2.World Health Organization: Global Tuberculosis Control: Surveillance, Planning, Financing. WHO Report 2006. Geneva, Switzerland.

3.Corbett EL, Watt CJ, Walker N, Maher D, Williams BG, Raviglione MC, Dye C: The growing burden of tuberculosis: global trends and interactions with the HIV
epidemic. Arch.Intern.Med.(2003)163: 1009-21.

4.Breen RA, Svaden L, Ballinger J, Lipman MC: Tuberculosis and HIV co-infection: a practical therapeutic approach. Drugs.(2006)66: 2299-308.

5.Phillips KD: A look at tuberculosis and its relationship to HIV/AIDS. J.Assoc.Nurses AIDS Care.(2007)18: 75-8.

6.Wansbrough-Jones M, Phillips R: Buruli ulcer: emerging from obscurity. Lancet.(2006)367: 1849-58.




7.Sewart GR, Robertson BD, Young DB: Tuberculosis: a problem with persistence. Nat.Rev.Microbiol.(2003)1:97-105.

8.Dooley KE, Sterling TR: Treatment of latent tuberculosis infection: challenges and prospects. Clin.Chest. Med.(2006)26: 313-26.

9.Wallis RS, Patil S Cheon SH, Edmonds K, Phillips M, Perkins MD, Joloba M, Namale A, Johnson JL, Teixeira L, Dietze R, Sddiqgi S, Mugerwa RD, Eisenach K,
Ellner JJ: Drug tolerance in Mycobacterium tuberculosis. Antimicrob. Agents Chemother.(1999)43:2600-6.

10.American Thoracic Society/Centers for Disease Control and Prevention/Infectious Diseases Society of America: Treatment of tuberculosis. Am.J. Respir.Crit. Care
Med.(2003)167:603-62.

11.Mckinney JD, Jacobs WRJ, Bloom BR: Persisting problemsin tuberculosis. In: Krause RM, ed. Emerging Infections.(1998)pp. 51-146. New York: Academic Press.
12.Centers for Disease Control and Prevention: MMWR Morb Mortal Wkly Rep.(2006)55: 301-5.

13.Dorman SE, Chaisson RE: From magic bullets back to the magic mountain: the rise of extensively drug-resistant tuberculosis. Nat. Med.(2007)13:295-8.
14.Duncan K, Sacchettini JC: Approaches to tuberculosis drug development. In: Hatfull GF, Jacobs WRJ, eds. Molecular Genetics of Mycobacteria. (2000)pp.
297-307. Washington DC: ASM Press.

15.Cole ST, Brosch R, Parkhill J, Garnier T, Churcher C, Harris D, Gordon SV, Eiglmeier K, Gas S Barry CE, Tekaia F, Badcock K, Basham D, Brown D,
Chillingworth T, Connor R, Davies R, Devlin K, Feltwell T, Gentles S, Hamlin N, Holroyd S, Hornsby T, Jagels K, Krogh A, McLean J, Moule S Murphy L, Oliver K,
Osborne J, Quail MA, Rajandream MA, Rogers J, Rutter S, Seeger K, Skelton J, Squares R, Squares S, Sulston JE, Taylor K, Whitehead S, Barrel BG: Deciphering
the biology of Mycobacterium Tuberculosis from the compl ete geneome sequence. Nature (1998)393: 537.

2.6 Sintesi del programma di ricer ca e descrizione dei compiti dei singoli partecipanti

Laricercadi nuovi derivati del BM212 [1] ha condotto all'ottenimento di composti piu attivi e meno tossici del lead compound.

!

BM 212

| risultati ottenuti nell'ambito dei programmi di ricerca presentati dalla proponente, prof.ssa Mariangela Biava, e finanziati per gli anni 2003-2004, 2004-2005 e
2005-2006 sono stati oggetto di quattro pubblicazioni, un brevetto nazionale e sua estensione europea, e di sei partecipazioni a congresso [2-13]. In particolare sono
stati sintetizzati nuovi derivati pirrolici 1, 2,3 e 4 ed e stata valutata la loro attivita in vitro ed in vivo.
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F=A-metilpiperazing, tiomorfolina.
Ri=Ry=2F, 2-Cl. 4-F; 4-C1; 24F,; 24-Cly; 4-CoHs; 4-CsHy; 4-1CsHy.

In particolare sono state apportate le seguenti modifiche al lead compound:

Composti 1: é stato introdotto, nella posizione orto dei due fenili in N1 e C5 un alogeno al fine di incrementare la sovrapposizione con i siti aromatici del modello
farmocoforico per poter studiare |'influenza di tale modifica strutturale sull*attivita [2]. In figura 1 é riportato il modello farmacoforico precedentemente individuato
[14] ed ottimizzato che prevede quattro aree caratteristiche [15]: una idrofobica (HY), due aromatiche (RA) ed una accettrice di legame idrogeno (HBA).




HBA

Figura 1

Composti 2: al fine di valutare I'importanza della presenza del raggruppamento aminometilico nella posizione C3 dell'anello pirrolico; si € voluto spostare questo
raggruppamento nella posizione C2 e studiare I'influenza di tale modifica strutturale sull*attivita.

Composti 3: in questa serie di derivati € stato alternativamente mantenuto, in posizione N1 o C5, un sostituente p-fluoro-fenilico mentre I'altro fenile € o
o-alogeno-sostituito, al fine di valutareil contributo dato dai due tipi di sostituzione orto e para sull'attivita e I'importanza della posizione da occupata, 0 €
2,4-dicloro- 0 2,4 difluoro- sostituito, per valutare I'influenza sull'attivita della coniugazione di una para sostituzione con una orto- para- sostituzione
contemporaneamente presenti nell'anello pirrolico [3].

Composti 4: in questa serie di derivati € stato alternativamente mantenuto, in posizione N1 o C5, un sostituente p-fluoro-fenilico considerando |'importanza di tale
raggruppamento, mentre |'altro fenile & sostituito in posizione para con raggruppamenti dotati di maggiore lipofilia (etile, propile, isopropile) al fine di valutarne
I'influenza sull'attivita sulla base del fatto che la parete micobatterica & idrofobica e caratterizzata da un alto contenuto lipidico.

| risultati microbiologici relativi ai composti 1, 2, 3 e 4 hanno consentito di evidenziare quanto segue:

1) la contemporanea presenza di due sostituenti o-alogeno fenilici in N1 e C5 ha portato ad un incremento di attivita in particolare quando |'alogeno & rappresentato
dall'atomo di F. Cid € dovuto ad una migliore sovrapposizione dei derivati con i siti aromatici del modello farmacoforico. Tra i vari composti sintetizzati, alcuni si
sono rivelati molto attivi e soprattutto meno tossici, con conseguente indice di protezione (PI) migliore rispetto al lead [2].

2) tutti i derivati 2 si sono rivelati inattivi; cio ha evidenziato I'importanza della presenza del sostituente aminometilico in posizione C3 dell'anello pirrolico piuttosto
chein posizione C2 (dati non pubblicati).

3) trai derivati 3 si sono rivelati complessivamente piu attivi e meno tossici quelli in cui un anello fenilico risultava p-F sostituito e l'altro o-alogeno-sostituito,
dimostrando dunque la validita della coniugazione della presenza dei fenili, in posizione C5 e N1, orto e para sostituiti [3].

4) trai derivati 4, i composti in che presentavano un anello p-F-fenilico in N1 e un anello p-etil-fenilico in C5 hanno mostrato una discreta attivita sia nel confronti
del M. tuberculosis che del M. tuberculosis intramacr ofagi co.

Sulla base di questi dati ottenuti Si & pensato di sintetizzare i composti 4 con lo scopo di ottenere derivati piul attivi e meno tossici dei precedenti.

Considerando i)la buona attivita dei composti 4, che presentano sostituenti dotati di elevata lipofilia, eii)l'importanza dell'atomo di cloro presente nel lead compound
BM 212, oggetto di questo progetto sara la sintesi del derivati 5 caratterizzati da i)un sostituente p-cloro-fenilico in N1 o C5; ii)un gruppo fenilico (in N1 o C5)
sogtituito con raggruppamenti quali metile, etile, propile ei-propile; iii)il nucleo della tiomorfolina in C3, sulla base dei risultati ottenuti con i composti 1, 2, 3e4
per i quali i derivati tiomorfolinici si sono rivelati piu attivi e meno tossici di quelli N-metilpiperazinici.
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Ri=Rg= Cl; CHz, CoHs; CHy; 1-CsHy

| derivati 5 verranno successivamente testati per I'attivita antimicrobica nei confronti di M. tuberculosis, M. smegmatis, M. gordonae, M. marinum, M. avium, M.
leprae, M. ulcerans e su cellule macrofagiche infettate con M. tuberculosis. In tutti i casi, per ogni composto verra determinata la concentrazione minima inibitoria
(MIC in pg/ml). La MIC verra definita dalla minima concentrazione di sostanza che ha prodotto I'assenza di torbidita visibile. La citotossicita dei composti verra
testata su cellule VERO in monostrato (ICN-Flow) e verra determinata la dose minima tossica (MTD50) owvero la dose minima di sostanza che provoca effetto
citotossico del 50% rispetto al controllo.

Per quanto riguarda il BM 212 ed i derivati piu attivi, verranno effettuati studi di biodisponibilita e di farmacocinetica utilizzando topini femmine, nonché studi
relativi all'individuazione del bersaglio cellulare e del meccanismo d'azione.

La proponente, prof.ssa Mariangela Biava ha sviluppato negli ultimi anni (vedi pubblicazioni 2001-2007) nuove metodol ogie sintetiche che hanno permesso
I'ottenimento di prodotti con attivita antitubercolare comparabile al lead BM 212.

Per la sintesi dei derivati 5 verra seguito lo schema 1, poco costoso e molto versatile, ottimizzato mediante |'utilizzo delle microonde.

In breve: il 2,5-pentadione di partenza si ottiene per reazione tra I'opportuna benzal deide e metil-vinil-chetone in presenza di bromuro di
3-etil-5-(2-idrossietil)-4-metil tiazolio come catalizzatore, in assenza di solvente ed in atmosfera di azoto, modificando quanto riportato da Khanna e coll.[16]. La
successiv(ajt formazic;]ne del pirrolo awiene seguendo la sintesi di Paal-Knorr, mediante lutilizzo delle microonde, e la formazione dei prodotti finali mediante la
reazione di Mannich.
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| compiti dei partecipanti saranno cosi suddivisi:

1. 1l lavoro relativo alla sintesi dei nuovi composti e loro caratterizzazione chimico-fisica verra svolto dal gruppo dei proponenti della Facolta di Farmacia
dell'Universita "La Sapienza” di Roma.

2. Lo studio di modellistica molecolare verra svolto dal gruppo di ricerca dell'universita degli studi di Sena coordinato dal prof. Maurizio Botta.

3. L'indagine microbiologica in vitro verra eseguita presso |'universita di Cagliari dal gruppo di ricerca coordinato dal prof. Alessandro De Logu.

4. Lo studio relativo all'individuazione del bersaglio cellulare e del meccanismo d'azione, verra svolto dalla prof.ssa Edda De Rossi dell'Universita di Pavia.

5. Lo studio di biodisponibilita verra svolto dal dott. Gianfranco Caselli della Rottapharm di Monza.

La proponente, prof. Mariangela Biava, dichiara di aver completamente utilizzato il supporto finanziario relativo al programma di ricerca finanziato per I'anno
2005/2006. Tale progetto finanziato ha consentito la pubblicazione di 2 lavori originali [17,18].

La somma finanziata, pari a 8550,00 euro € stata impiegata per:

1. acquisto di prodotti di partenza per la sintesi, solventi per la purificazione cromatografica, solventi deuterati per RMN, fasi stazionarie (allumina e silice) per
cromatografia su colonna: euro 4500,00

2. acquisto di materiale in vetro non inventariabile (palloni, colonne per cromatografia, refrigeranti,beute da vuoto, ecc.):euro 1550,00

3. spesa pubblicazione lavoro scientifico,acquisto reprints,materiale di cancelleria per elaborazione poster per congresso: euro 1000,00.

4. iscrizione congressi scientifici di Chimica Farmaceutica: euro 1500,00.
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ampliato la ricerca su nuovi derivati del BM 212, precedentemente sintetizzato nel laboratorio diretto dalla prof.ssa Biava,
composto che ha mostrato di possedere ottima attivita antimicobatterica nei confronti di vari ceppi di mycobacterium tuberculosis,
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