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MESSA A PUNTO DI PROCEDURE PER LA SEMI-SINTESI
DI COMPOSTI AD ATTIVITE ANTITUMORALE
PARTENDO DA PRODOTTI NATURALI. STUDI DI
STRUTTURARATTIVITE.

CRISTIAN SAMORICPh. D.

Lo scopodd mio dottorato di ricercain scienze chimichee stato qudlo di modificare il
nudeo strutturale ddla camptotecina pe via semi-sintetica creando una nuova serie di
compodi con aumentata citotossicit™ e minor tendenza ad indure effetti collaterali
indesiderati.

La camptotecina ¢« un acaoide pentaciclico d®@rigine naurade che ha mograto
possedere un@evata attivit™ antitumorale.

Le modifiche semi-sintetiche da me sviluppae ndl@mbito dd dottorato di ricerca,
hannoriguadao prindpdmente variazioni strutturali agli andli C, D ed E. Sino ad oggi gl
studi di strutturarattivit™ (SAR) relativi a nuovi andoghi ddla camptotecina s sono
essenzialmente incentrati su modifiche agli andli A e B, poichZ « stato dimosdrato che
oppotune trasformazioni di queste porzioni molecolari favoriscono un aumento
ddl@Gitivit™ citotossica, nonchZ consentono |@ttenimento di derivati maggiormente bio-
disponibili. Al contrario, unadetagliata andis de ddi di |etteratura rivela che pochi sono
gli studi riguadanti modifiche strutturali agli andli C, D ed E, prob&bilmente a causa ddla
bassa attivit™ antineoplastica modrata da primi derivati Sintetizzati.

La presente dissertazione pertanto affronter” lo studio approfondito degli effetti di tali
modifiche sull@ttivit™ biologica, presentando unavasta e nuovagamma di camptotecina
andoghi. Sar” inoltre descritto lo sviluppo di alcune metodologie semi-sintetiche di
applicabilit™ generale.
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CAPITOLO 1

I NTRODUZIONE

1.1 CANCRO E CHEMIOTERAPIA

Unadéle cause primarie di morte nd mondoindustrializzato « il cancro.! OCanaoOs
il nome generale e generico di unapatologia in cui cellule anomali crescono in maniera
incontrollata. 1l cancro pu™ invadere e distruggere tessuti sani, spargers attraverso il flusso
sanguigno e colpire il sistema linfatico e da qui propagars in atre pati dd corpo. La
crescita ddla massa tumorale pu” essere controllata mediante rimozione chirurgica,
radiazioneionizzante (radioterapia), o chemioterapia. | primi duemetodi hanno un elevato
grado di successo nd caso in cui la lesone sa localizzata, risultano tuttavia ques
completamente inefficaci ne cas in cui il tumore sia allo stadio terminde. Trattament
chimici posono a contrario essere impiegdi sia per paologie tumorali localizzate, chein
caso di metastas diffuse, poichZ i farmaci anti-neoplastici agiscono interferendo sulla
replicazione cellulare, portando quindi ad una riduzone ddla massa tumorale, o ndla
migliore ddleipotes, ad unaregressonedd tumore stesso.

Dalla scopata dd gas modarda (iprite o solfuro di 2,2-diclorodietile), per primo
impiegato come agente anti-tumorale, innunerevoli altri derivati sono stati scopeati e
studiati. In base a loro meccanismo d@zione i farmaci anti-tumorali possono essere
genericamente suddivis come segue?

i) Agenti achilanti. Questa classe di composti forma legami covdenti con molecole
attive alivello biologico formando, ad esempio, legami incrodati nd DNA, bloccando cos'
lamitod cellulare. Un esempio di tale classe di compodi * |@zoto mogarda(azaiprite).

i) Antimetaboliti. Questa classe di compogi haunastruttura chimica simile ad alcuni
metaboliti essenzali. Ess agisconolegandos in manierairreversibile al materiale nudeare
od a certi enzimi vitali, inibendoin tal modo ogniloro ulteriore attivit™ biologica. Esempi
di questa classe di derivati sonoil 5-fluorouracile, la citosnaarabinoso e la 6-tioguanina

iii) Agenti antimitotici. Questi compodi interagiscono con il sistema dd microtubolo
cellulare stabilizzandolo, come avviene nd caso dd tassolo, oppule destabilizzandolo,

come accade per la vinblastina Questa famiglia d@genti antimitotici pu™ interrompere



|@quilibrio che esiste tra tubulinae microtubdo, prevenendo cos' la divisionecel lulare.

iv) Antibiotici antitumorali. Oltre alla loro capecit”™ di inibire la moltiplicazione de
bateri, acuni antibiotici hanno modrato un effetto inibitorio sulle cellule tumorali. Gli
antibiotici antitumorali possono essere divis in due gruppi, antibiotici antraciclinici e
antibiotici non-antraciclinici.

V) Agenti vari. Alcuni compogi non possono essere classificati in modo univoco come
le soganze sopra riportate. Questa famiglia di compogi indude alcuni agenti alchilanti
nonclassici qudi: |@ntracenedione |@pipoddillotossing, |@drossiurea, I@msacrina e vari
agenti terapeutici enzmatici.

Oltre agli agenti antitumorali sopra descritti, studi relativi alla biochimica dd tumore,
hanno evidenziato nuovi possibili target biologici, il che hacondoto allo studio di farmaci
con un nuovo meccanismo d@zione Un esempio di questa, relativamente nuovaclasse di
molecole ¢ la camptotecing uninibitore dedla topoisomerasi I, il cui peculiare meccanismo
d@ziong larendeunoded farmaci leader ndla cura ddle neoplasie.

1.2 CAMPTOTECINA

La camptotecina (CPT) (1) (Figura 1) fu scopeta negli anni &0, quando migliaia di
piante furono andizzate per scoprire nuovesorgenti naurali di steroidi da utilizzare ndla
sintes de cortisone Nel 1958 gli estratti ddl@bero cinese Xi Shu, (Canptotheca
acumnata che fa parte ddla famiglia ddle Nyssaceae), furono testati in un programma di
chemioterapia dd NCI, chedimosgr™ 1Gitivit™ in vivo dela camptotecinaverso le leucemie

L1210e P388 eversoil carcinosarcoma di Walker.32P

Figura 1. Struttura della 20(S)-Camptotecina

Nel 1966 Monroe E. Wall e Mansukh C. Wani determinarono la struttura ddla CPT;

un acaloide pentaciclico codituito da un@nit™ pirrolo[3,4-b]chinolinica (andli A, B e C),



un gruppopiridoneconiugao (andlo D) e un andlo lattonico a 6-membri (andlo E), conin
| un gruppo ossidrilico con configurazione assoluta (S).* Durante la ricerca Wall e Wani
scoprirono che la camptotecina ed i suoi anadoghi erano presenti in diverse pati ddla
pianta, tra le qudi le radici, i semi, i frutti e la corteccia, ma erano particolarmente
abbondati ndle foglie giovani ddI@lbero. Inoltre, questa pianta era gi” utilizzata ndla
medicinatradizionde cinese nd trattamento di varie malattie induso il tumore.”

La CPT risulta essere praticamente inlubile in acquae ci” hafortemente influenzato
il suolento sviluppoclinico. Nél tentativo di superare tale osacolo fu quindi preparato il
corrispondente sale sodico, ottenuto trattando la CPT con sodio idrossido. Sfortungamente
guesta formulazioneclinica procurava gravi effetti collaterali a pazienti trattati, qudi cistiti
emorragiche mielotossicit™, neutropenia, trombodtopenia e diarrea, concause associate al
dosggio e che determinarono I@nterruzione dd suo utilizzo in fase clinicall. A causa di
questo fallimento terapeutico, |iso ddla CPT fu a solo scopo scientifico fino a quando nel
1985,s scopr‘ chela CPT erauninibitore ddla Topoisomeras |, ossia aveva la capecit™ di
bloccare la replicazione cellulare.® Questa scopeta diede nuovoimpulso alla ricerca e gli
sforzi per farne un potente antitumorale s moltiplicarono.

1.3 MECCANISMO D@\zI ONE

Il DNA pu” essere consdeato ala streguadi un polimero, lungoapprossimativamente
2 metri, il qude * insito in un volume di circa 10" m®, che corrispondea volume
cellulare. Per poter occupae uno spazio cos' ridotto » quindi necessario che il DNA s
compatti, ripiegandos su stesso. Tale fenomeno d” origine a numerod puni di contatto ed
interazioni frai vari domni dd DNA stesso. Inoltre, il metabolismo dd DNA (trascriziong
replicazionericombinazione e ripaaziond, richiede che i duefilamenti ddla doppa €elica
sano sepaati tra loro per conentire @ RNA messaggao e a RNA polimeras la
duplicazione dd DNA. A causa di questa enomme massa, (DNA-mRNA-pRNA) il
complesso cellulare non pu™ ruotare liberamente, dando cos’ origine a superavvolgiment
postivi e negdivi sulla doppi €lica (Figura 28).” EQesattamente a questo pun che
intervienel@nzimatopoisomerasi |, eliminandolatengonechesi creand DNA.

Le DNA topoisomeras sono enziimi nudeari che svolgono un ruolo essenziale in

diverse funzoni dd DNA, cheindudono:lareplicazioneg latrascrizione laricombinazione



e lariparazione® Questi enzimi eucariotici sono conoiuti come: topoisomeras di tipo |
(Topo I) e topoisomeras di tipo Il (Topo Il) e sono digtinti ddla paticolare azione
catalitica che svolgono sul DNA. La Topo | agisce mediante la rottura di un unico
filamento ddla doppia elicadd DNA; durante la reazionel@nzma rimane cova entemente
legato alla estremit®™ 30dd DNA; questo intermedio * CONOKiuto come COMPLESSO
BINARIO (Figura 2b). La Topo Il, invece, genera la rottura di entrambi i filamenti ddla
doppi elica, rimanendo covaentemente legata ad entrambe le estremit™ 5Cfosforilate dd
DNA tagliato. Sia la Topo | che la Topo Il sono targes cellulari di divers farmaci

antitumorali”
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Figura 2. Rilassamento del DNA supeaawolto mediante Topasomerasi |.

Come detto in precedenza, la Topo| causalarottura di un solo filamento ddla doppa

elica (Figura 2c), conentendo a filamento intatto di ruotare attorno al COMPLESSO



BINARIO (Topol-DNA) e di diminare latensonend|®lica durante la fase di replicazione
trascrizione Unavoltache il DNA s e rilassato, latopol ricongiungeil filamento scisso e
s distacca. In condizioni nomrmali lo stadio di ricongiungimento ¢ favorito rispetto lo stadio

di scissonemantenendobassa la concentrazionedello stadio intermedio.®
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Il detaglio chimico ¢ modrato in Figwa 3 ed evidenza la reazione di
transesterificazionein cui il sito attivo ddlatopoisomeras umana, ossiail resduotirognico
#723(Tyr'®), attacca il legame fofodiestereo dd filamento scissile del DNA, produendo
un intermedio covaente chiamato complesso binario, con la concomitante espulsione dd
filamento 50idrossi polinudeotide. Attraverso un meccanismo di rotazione controllato, s
hail rilassamento dela tensione ddl@®lica supaavvolta, seguito dd ricongiungimento dd
filamento che avviene mediante attacco dd residuo 5Gidross polinudeotide al complesso
binario cheespdle |@nzimadd DNA.°

Top 1 = Toepoisomerase |
O = Camprathecin
Solid lines = Parent DNA

Dotred lines = Daughier DNA
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Figura 4. Meccanismo ddl@popbs cellulare inddatadala CPT.

Studi biochimici hanno mostrato che la CPT s inserisce all@nterfaccia dd complesso



binario codtituito dd DNA e ddl@nzima, inibendo specificamente lo stadio di riformazione
dd filamento dd DNA tagliato. Inoltre, s » dimodrato chela CPT nonlegaesclusvamente
conil DNA o conlatopol,* mainteragisce unicamente conil complesso binaio costituito
daDNA-topo|, attraverso la formazionedi legami ad idrogeno e forze di Van de Waals,
generando un COMPLESSO TERNARIO reversibile deito Gonplesso scissileQ Gli studi
effettuati daLiu e Hsang'' sulle cellule di replicazione SV40, giudificano la citotossicit”
ddla CPT adottandocome moddlo la collisoneddlaforcadi replicazione(Figura4).

Il complesso ternaio ¢ un complesso reversibile e non letale, ma quando avviene la
collisone tra il complesso ternaio (DNA-Topo I-CPT) e la forca di replicazione s ha
apopis cellulare (Figura 4). In seguito ala collisonetre eventi biochimici hanno luogo:
(a) la formazione di tagli anche sul filamento non scisso, (b) |@rresto irreversibile ddla
forca di replicazioneed infine (c) laformazione nel sito di collisone di un ulteriore taglio
sul complesso binaio. Inoltre, » stato dimodrato, che questa collisone s potenzialmente

letale solo seil complesso ternario si » formato.*

1.4 RELAZIONE TRA STRUTTURA EATTIVITE (SAR)

Numeros studi sono stati effettuai per comprendae il meccanismo d@zione dela
CPT," e molti altri pe investigare qudi interazioni siano coinvolte ndla formazione dd
complesso ternario, nd tentativo di far luce sui meccanismi dd|Gitivit™ citotossica'® Molti
sforzi inoltre sono stati dedicati all@nterpretazioneddle varie relazioni struttura-attivit”.

Come detto in precedenzala CPT nonpu” essere usata come farmaco tal qude acausa
ddlasuabassa solubilit™ ed ingabilit™ a pH fisiologico (pH" 7.4).

/

Figura5. Idrolis ddlaCPT apH fisiologico.

Nel sangueumano I@quilibrio tra la forma lattonica 1 (attiva) e la forma carbossilica
la (inativa) (Figura 5) » spodata verso la forma aperta, la qude s lega con la siero

abuminaumana(HSA), che« laproteinadi trasporto predominante nd sangue L Gffinit”



di lape lasiero dbumnaumanae stimata essere 100volte supeaiore aqudladdlaforma
lattonica 1," perci® quando la CPT « somministrata per via intravenosa, pie dd 95% déd
farmaco s trasforma ndlaformainativa e di conseguenza solo unapiccola quantit”™ risulta
effettivamente disponiile ad esercitare | @ffetto terapeutico.

Queste congderazioni hanno spinto i ricercatori a sintetizzare nuovi andoghi ddla
CPT, ed in paticolare sono state studiate modifiche strutturali in grado di aumentare la
stabilit™ ddl@ndlo lattonico verso il plasma umano. A tale scopo * stato determinante
stabilire qudi sostituenti introdurre, se idrofili o lipofili, ed in qude poszioneintrodudi.
Gli studi di strutturabettivit™ sno ad oggi compiuti hanno condoto ale seguenti
consderazioni:

¥ L® idross lattone d carbonio in poszione 20 ddl@ndlo E ¢ assolutamente

indispensabile per 1Gitivit™ biologica ddla CPT e de suoi andoghi siain vitro che
in vivo.

¥ Solo I@somero (209) « attivo. L@somero (R) « indtivo e la miscela racema  attiva

solo a 50%
¥ Llntroduzone di gruppi anmino o di gruppi nitro in poszione 9 e 10 generano

prodoti con aumentata attivit™ in vivo.'* '®

¥ Sodituzionial carbonio 11 e 12 diminuisconol@itivit™ degli andoghi*®

¥ Modifiche ddi@ndlo E, come ad esempio la sogituzione ddl®ndlo lattonico con
|Gnélo lattamico o lo scambio del gruppoossidrilico con atri atomi, porta ad una
diminuzone o completa perdita, dell@itivit™ ne confront ddlatopol.*®

-C,Hs, -COOEY, -CHO

-Cl, -Br, -OH, -OMe, -NH, Alchili a—ramificati, Idrossi alchili
/ -OH, -OR, -OCOR

9 7 5
10 N —> Diminuiscono l'attivit™ biologica
N/ Migliorano l'attivit™ biologica
12
1 o .
/l 1 O Distruggono l'attivit™ biologica
-Cl, -Br, -OH, -OMe, -NH R
S @)
N-Ossido
-Cl, -Br

Figura 6. Relazionetra Struttura-Attivit™ (SAR) dei vari andoghiddla CPT.



Lo schema propogo da Sawada, riassume la relazionegenerale tra struttura ed attivit”
(Figura 6).° Attudmente solo due andoghi della CPT sono stati approvati dall@nte
americano FDA (Food and Drug Amnistration) per 1@iso clinico sia negli USA che in
Europa e sono il Topokcan 2 (nome commercide Hycamptin, ddla SmithKline
Beecham)* e I@rinotecan 3 (nome commercidle Camptosar ddla Pharmacia-Upjohn)®

(Figura7).

(topotecan HCI)Sires

A First Choice for a Second Chanee.

CAMPTOSAR®

irinotecan HCI injection

HycAMTIN ’
«

Figura 7. Strutture di andoghiddla CPT. Topotcan 2, e lrinctecan 3.

Recentemente Stewart e collaboratori®* hanno riportato la struttura ai raggi-X de
complesso ternario (DNA-Topo I-Topoiecan) (Figura 8). Questa struttura cristalinarende
conto di un elevato numero di relazioni tra struttura ed attivit™ osservate per gli andoghi
dela CPT. L@Gndis dd complesso ternaio mostra che il topokcan (2) s inserisce nd
punb in cui * avenuto il taglio a DNA da parte ddl@nzima e stabilizza il complesso
binario mediante interazioni base-stacking sia con le coppie di bas soprail taglio (+1) che
con qudle sotto il taglio (-1). In effetti, il topaecan mima perfettamente unacoppia di bas
dd DNA e ne occupalo stesso spazio in unaipotetica struttura senza farmaco (Figura
80).

Dai dati cristallografici dd topotecan s ¢ osservato che per le modifiche alle posizioni
7,9 e10vi  un eevato grado di tolleranza. ECstato riportato che, in alcuni casi, variazioni
strutturali effettuate in tali poszioni possono indurre un incremento ddi@ttivit™ in vivo,
lasciandoindterata qudlain vitro.

Il moddlo, infatti, dimodra che sodituenti introdotti in tali poszioni sono proiettati
allnterno dd solco maggiore dd DNA, contribuendo a stabilizzare il complesso ternaio.
Inoltre, i gruppi introdoti migliorano la solubilit™, la stabilit™ e non interferiscono



stericamente conil binding dd farmaco. Dal moddlo modrato in Figura 8A e Figura8B, s
pu” notare che s ha la formazione di un ponte ad idrogeno tra il gruppo ossidrilico dd
farmaco ed il residuoddi@nzima (20S-OH------ A 533). Sempre daquesto moddlo s pu”
comprendae perchZ |@nantiomero (20)-R risulti inativo. Tale configurazione infatti,
impedirebbe la formazione di un ponee ad idrogeno con il residuo Asp 533 ddl@nzima,
inoltre il gruppo 20(R)-etile potrebbe creare impedimento sterico rendendo vana la
stabilizzazione dd complesso ternario. Da queste consderazioni appae evidente che la
sodituzione dd gruppo ossdrilico con un atomo di idrogeno (20-deoss andogo)
eliminerebbe completamente la possibilit™ di creare legami idrogeno, spiegando pertanto la
totale inativit™ di questo andogo?

Asn722

28A ¢

Topotecan
Lactoneform

Asn722 ¥ 22 S :
it E e
28A L@ 4

Figura 8. Raggi X dd complesso ternaio (Topoisomeras I-DNA-Topoiecan).

Sempre sulla base di quanto osservato, si desume chel@ntroduzonedi un alogeno sul
C,, porterebbe ad una pazide diminuzone ddl@ttivit", poichZ I@logeno derivato
congerverebbela capacit™ di aprire 1Gndlo lattonico (Figura 8B) e quindi di stabilizzare il
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complesso binario mediante pont idrogeno con molecole d@cqua

Ad oggi pie di 6000pubblcazioni tra articoli, brevetti e monogifie contribuiscono a
riassumere il meccanismo d@ziong la relazione tra strutturalattivit® e le propriet®
farmacologiche (formulazioni, studi preclinici e prove cliniche) ddla camptotecina e de
suoi derivati.?* Come gi~ accennao in precedenza tale ricerca haconddto all@pprovazione
dd FDA di duemolecole antitumorali a base camptotecinica: topotecan 2 ed irinotecan 3.
(Figura7) Il Topotcan « usato per il trattamento del tumore ovarico resistente a cis-platino
e come secondalinea per la cura del tumore polmonare, mentre |@rinotecan « usato per il
trattamento de tumore dd colon retto in assodazione con il 5-FU (5-FluoroUracile).?
Numerog atri andoghi sonoin fase di registrazione o di commercializzaziong fra questi
citiamo il Belotecan 4,° il Gimatecan 5% il GG-211 (lurtotecan) 6,% il DX-8951f
(exatecan) 7,% la 9-nitrocamptothecin 8, e lakarenitecin 9* (Figura 9).

Belotecan

Karenitecin

Lurtotecan A

/

Figura 9. Andoghiddla CPT clinicamente rilevanti.

1.5 CAMPTOTECINA: SINTESI TOTALI E SEMI-SINTESI
La prima sintes totale della CPT racema « dd 1971 ad opea di Stork e Schultz;*

questo primo tentativo fu seguito danumeros altri approcci sintetici.>* Corey fu il primo a
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riportare la sintes della 20(S)-CPT 1 sfruttando la risoluzione de|@ntermedio racemo con
chinina® La prima vera sintes asmmetrica ddla CPT fu ripottata da Tagawa e
collaboratori®® nd 1989 ed utilizzava come intermedio di partenza la N-Tos! (R)-prolina
per controllare la stereochimica dd carbonio in poszione 20. Fang et a. e Jew €t a.
usaronoil (DHQD),-PY R come catalizzatore chirale per |@ssidazione stereocontrollata dd
carbonio in 20 ottenendo un eccesso enantiomerico supeiore a 94% Nageo ha descritto

una nuova strategia sintetica partendo dd compodo racemo 10, etil 1-etossicarbonil-3-

oxopirrolidinil-2-acetato (Schema 1).%
LCO,Et 0 0
N l0seps o N 1) CICO,E, EtsN o) N HCI
O ——— CO,Et S EEEE—— —_
> o) N\ /) 2 2) piperidina Q/O N\ Y, OH
EtO,C 3) LiBH,
HO,C O

10 11

N
o N\ / 5 NH, N o 1) LIHMDS

morfolina N \ /

2) (2R,8aS)-(+)-(canforilsulfonil
] 14 O a 3x(a;ir(idina )

Schema 1. Sintes totale proposa daNageo.

Il chede 11, fu sdgntetizzato in 10 stadi attraverso una sequenza di
proteziondcondensazionddeprotezionecon unaresa complessivadd 28%. 1l trattamento di
11 conetil cloroformiato, in presenza di Et;N, seguito daaggiunta di piperidinae riduzone
con LiBH,, general@lcol 12 con unaresadd 39%. La successiva lattonizaziong effettuata
con HCI 6N, genea il compodo 13. Infing la condensazione di 13 con 2-ammino
benzaldade, in presenza di morfolina genera la 20-deossi CPT racema (14). La sintes »
completata da un@rossilazione asimmetrica sul carbonio 20 che utilizza come reagente
chiaraleil reattivo di Davis ovvero la (2R,8aS)-(+)-(camforilsulfonil))oxaziridina

Unastrategia pie recente impiegata daBennasar et al. utilizza il diossolanone(2R,5R)-
2-'Butil-5-¢til-1,3-diossolan-4-one 15 come intermedio chiave per la creazioneddlo stereo
centro in poszione 20. Un passaggio decisivo « la sintes dd piridinio triflato 17, ottenuto
ddlQ@ichilazione ddla 2-fluoropiridina 19 con la chinolina triflata 18 (Schema 2). Lo
stereocentro C,, s forma ddla reazione del@nolato 16 con il piridinio triflato 17, seguita
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da ossdazione con DDQ pe generare il piridone20 come unico diastereoisomero ed una
resa totale dd 20% Lareazionedi arilazioneintramolecolare con (TTMSS)-AIBN genera
|dntermedio tetraciclico 21, che per trattamento con DIBAL porta ala formazione dd| -
idrossilattolo 22 con resa dd 45% Il lattolo 22 « convetito ndla (20)S CPT mediante

ossidazionecon |, e CaCO,.*’

m\ O/COZMG
(0]
M
—»_( CO,Me N N COzMe
2)DDQ =
\\‘

/4

/V
/v
O
TTMSS O N X CO,Me DIBAL < \ 0 )
ABN /‘“\ N \W/ CaCOs !
ovo 29 O
/-V OH OH

Schema 2. Sintes totale proposa daBennasar.

Curran et. a. hanno riportato una sintes ddla (S)-CPT che sfrutta un@nteressante
reazione di annulazione [4+1] a cascata radicalica (Schema 3).% Il lattone 23 « stato
sintetizzato in maniera simile ala sintes di Fang. Lo scambio dd gruppo TMS con iodio,
seguito da demetilazione genera 24 con unaresa dd 33% La N-propagilazione di 24
genera |@lchino derivato 25, che per reazione con fenil isonitrile in presenza di esametil
distannano porta alla formazione ddla 20(S)-CPT con unaresa dd 63% La metodologia
riportata da Curran s« dimodrata molto versatile, pertanto, sfruttando la reazione di
annulazione radicalica * possibile sintetizzare una vasta gamma di nuovi andoghi della

CPT modificati allGndlo A.*°
OMe

o — 0
1) ICI — \
NI N (@] HNTN o Br //\ N o PhNC 1
) Z 2) TMSI _ ) z
Me3Si R (0] I \ o NaH LiBr | ~Z o MegSn,
N OH H,0 cat. /\s OH /\‘, -
23 24 25

Schema 3. Sintes totale propoga daCurran.
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Metodologie semi-sintetiche furono sviluppde per sintetizzare analoghi ddla CPT
patendo ddla molecola naturale. Nel 1991 Sawada et.a. riportarono la semi-sintes
ddl@rinotecan.*

EtCHO
FeSO, H,0, N

1 — 2

aq. HySO, N \ /

HO

irradiation
—_—

HpSO,

26

O

Ny Y
T OH O OH O

Schema 4. Semi-sintesi ddl@rinotecan 2 propoga da Sawada

L Gggiunta di acquaossigenaa ad unasoluzionedi 20(S)-CPT in H,SO, in presenza di
FeSO, e propionddede (formazione ddl@til radicale) genera la 7-€til-CPT (26) con resa
dd 77% (Schema 4). Il derivato 26 « convatito nd corrispondaite N-ossido 27 usando
H,O, in AcOH. Mediante |@rragiamento di 27 in ambiente acido s genera 28 (definito SN-
38), il quderisulta essere il metabolita attivo ddIlrinotecan.

La semi-sintes de topoiecan ¢ stata riportata da Kingsury™ in due stadi partendo
ddlamolecola naurale 1 (Schema5).

|
N~ Hcl

HO

1) AcOH, H,/PtO,, 1 atm CH,0, Me;NH

2) Pb(OAc), AcOH hel

Schema 5. Semi-sintes dd Topotcan 3 proposadaKingsury.

La convasioneddla 20(S)-CPT ndla 10-idrossi-CPT (29) avviene attraverso una
sequenza di riduzondossidazionecon unaresadd 71% trattando 29 con dimetilamminain

formaldede acquosa ed acido acetico S generail topoiecan con unaresa globde dd 62%.
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CAPITOLO 2

MODIFICHE ANELLO E

2.1 INTRODUZI ONE

Dagli studi riguadanti le relazioni struttura-attivit™ eseguiti sulla CPT ed i suoi
andoghi (Capitolo 1), s evince che modifiche strutturali effettuate sull@ndlo E
generalmente diminuiscono | Gitivit™ de derivati. La causadi tale andamento sarebbelegaa
dla facilit” di idrolis ddl@ndlo E in condizioni fisiologiche (pH~7.4), dovuia sa
al@ffetto indutivo del® -idross gruppo, che dla formazione di un legame idrogeno
intramolecolare trail gruppocarbonilico dd lattone e |® -idross gruppa La forma attiva 1
(Figura 5) predominasolo in condizioni acide*

Alcuni studi hanno mograto che I@quilibrio d@pertura ddi@nélo E « pH-dipendente,
ed » spodato verso la struttura 1a nd plasma in maniera dipendente ddla specie (Tabdla
1).

Tabella 1. Stabilit™ ddl®ndlo lattonico nd plasmaumano e nd plasmadd topo

time (h)
0 1 2 4 6

human plasma

% lactone for CPT  100.0 12.0 0.50 00.0 00.0
mouse plasma
% lactone for CPT  100.0 42.0 35.0 18.0 18.0

Come s desume dala Tabdla 1, ndl@ono tale equilibrio » spodato verso laforma1a,
mentre nd roditori (comuni cavie da test)  sposato verso la struttura lattonica®® Ci~
spieghaebbeperchZ un certo numero andoghiddla CPT, risultano estremamente attivi nei
moddli animali, mentre falliscono ndle prove cliniche La stabilit”™ verso il plasma umano
quindi *« una ddle caratteristiche prindpdi da consderare pe lo sviluppo di nuovi
andoghi.

| derivati che recano modifiche all@ndlo E mostrano solitamente una diminuzone
dela citotossicit”™ e ddI@itivit™ inibitoria verso la Topo |, giungendo ala conclusone
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gengale che |® -idross lattone in forma chiusa « essenzide pe la redizzazione
ddl@Gitivit™ antitumorale.® La homo-camptotecina32 (hCPT) un #-idrossi lattonein cui s
ha introduzone di un gruppo metilenico tra le poszioni C,, e C,;,, ha modrato la stessa
capecit” inibitoria ddla CPT verso il complesso binario, ma soprattutto ha evidenziato una
maggiore stabilit™, in tampone fisiologico, rispetto alla molecola naurale. Questo
incremento di stabilit”™ < legao ala ridotta eettrofilicit™ dd gruppo lattonico, causata
ddl®ssenza di legami idrogeno. La semisintes della homo-camptotecina « riportata in
Schema 6. Per trattamento con NaBH,, la CPT genera il corrispondente lattolo, il qude
viene ossidato con NalO, per formare il corrispondente formil chetone30. L@®mologazione
dela CPT avviene mediante reazionedi Reformatsky con ‘Butil bromoacetato e zinco che
origina il corrispondente #-idross estere 31, il qude, mediante trattamento con TFA
ciclizza, formando la corrispondante hCPT 32 racema. | buonirisultati di attivit™ esibiti da
guesto CPT-andogo ne hanno fatto un nuovo lead come antitumorale ed attudmente
andoghidelahCPT sonoin studio estensvo.*®

N O
1) NaBH t
1 ) NaBH, OCHO BrCH,CO,'Bu, Zn N, OCHO
2) Nalo, THF, 31% \
(0]

HO O7<

N O
TFA, 73% _ N
EE——
N \ /
(@]
32
HO ©

Homocamptotecina (hCPT)

Schema 6. Semi-sintes ddla Homo-camptotecina32 propoga daBigg.

UnG@ltra metodologia studiata per migliorare la stabilit”™ ddla CPT verso il plasma
umano ¢ qudla di sintetizzare ddle pro-drugs sfruttando il gruppo 20-OH come sito
dGittacco.

La Qargeted drug ddiveryOcostituisce ad oggi uno dei settori trainanti dela ricerca®’
Gli studi a tal riguado sono indirizzati ala scoperta di nuov e pie efficienti metodi per

rilasciare selettivamente il prindpio attivo nd sito d@zione Le metodologe di rilascio
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selettivo sono numerose. Un esempio ¢ la coniugazione dd prindpio attivo con scaffolds
molecolari studiati G hod) qudi peptidi, proteine ed acidi nudeici. Queste unit®
molecolari sono studiate in modo tale da essere selettivamente separate dd core
farmacologico solo ed esclusvamente nd sito molecolare attivo. Un@ltra metodologia
ampiamente sfruttata  |a veicolazione selettiva a mezzo di liposomi, emulsioni, polimeri
cationici e micro/nano paticelle.®® Un sistema di drug ddivery ¢ costruito con lo scopo di
migliorare il profilo farmacologico e terapeutico di un farmaco, questo perchZin genere il
farmaco QiberoOha una limitata solubilit™ acquosa, una bassa distribuzone una scarsa
sdlettivit”™ ed un profilo farmaco-cingico sfavorevole che contribuisce a danngggiamento
anche dd tessuti e degli organi sani.

LOiso di coniugdi ddla CPT sta emergendo come una strategia interessante per
migliorare ed ottimizzare gli effetti terapeutici ddla CPT stessa, saper ci” cheriguadala
stabilit™ del®ndlo lattonico, che per il miglioramento dela solubilit™/lipofilia e ddla
selettivit™. Attudmente duesonole metodologie impiegate per la preparazione sintetica di
questi derivati: la prima sfrutta come sito reattivo il gruppoOH in posizione 20, mentre la
secondaimplica una funzondizzazione Gd hodDddla molecola, ed in paticolare degli
andli A e B.*® Come accennao precedentemente il gruppoossidrilico » stato utilizzato per
generare unaserie di derivati qudi 20-O-acil esteri,>® 20-O-carbonai,”* 20-O-carbammati.
Tdi andoghi hanno portato ad un aumento ddla stabilit™ del@ndlo lattonico e ad una
diminuzone ddla tossicit”™ rispeto ala molecola parentale, ma soprattutto hanno
evidenziato una prolungda attivit® in vivo.** L@ntroduzZone di sodituenti sul gruppo
ossidrilico interferisce sul binding tra il farmaco e |I@lbuminaa causa di un effetto sterico,
inibendo cos* I@quilibrio di apertura/chiusura del@ndlo E. Inoltre, s » visto che questi
pro-drugs rilasciano nd tempo la molecola naurale CPT, questo a causa ddla presenza
ddl@nzima esterase, in grado di ripristinare la molecola nélla sua forma parentale. Tale
fenomeno « molto pie frequente nd fegao e nelle cellule tumorali dove la veloat™ di

degradazionee dipendente dd tipo di tumore.>®
2.2 SINTESI DI CONIUGATI TRIPARTATI
UnGltra metodologia, fino ad oggi pom studiata, per evitare la formazione di 1a,

basata sulla creazione di coniugai ddla CPT con I@ndlo E aperto. Un simile sistema pu”
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essere congderato come un nuovoed efficace metodo di ddivery. Questi derivati posono
essere consderati come sistemi tripartati (codituiti da 3 unit”; Figura 10), in quanto
compodi da i) un QarrierOlegao in posizione 21 e studiato in modo tale da essere
selettivamente idrolizzato all@nterno dd tumore; ii) un gruppoacile sul residuo 17-OH ed

infineiii) il GoreOcamptotecinico.

Struttura del Tripartato

Figura 10. Strutturagenerale di un Tripartato Coniugéo.

La sintes di questi coniugdai implica che le 21-ammidi-CPT (dipartati) siano
sufficientemente stabili da poter essere isolate e conentire la successiva reazione di
esterficazione sul residuo carbinolico in posizione 17, generando un derivato estere-
ammidico stabile® La caratteristica comune di questi sistemi * la loro stabilit” in
condizioni fisiologiche per diverse ore.

I meccanismo di rilascio dd farmaco ¢ il seguente: il residuo acilico in poszione 17
subisce idrolis enzimatica generando il corrispondente dipartato 17-CH,OH-21-Ammide
CPT; il gruppo dcolico libero assiste anchimericamente 1@drolis spontnea dd gruppo
ammidico, rigenerando il gruppo lattonico.™® Questi coniugai tripatati  sono
potenzialmente ddle pro-drugs atamente versatili, in quanto sia il residuo acilico che
gudlo ammidico possono essere oppotunanente modificati, cos’ da ottenere derivati pie
selettivi. In letteratura sono riportati pochi esempi di coniugdi tripatati ddla CPT, ed i
relativi risultati biologici suggeisconochelaloro attivit™ dipendefortemente ddla struttura
siaddl(@stere cheddl@mmide

Dueefficienti sistemi basati sull@itilizzo dd PEG, come CPT-tripartati 33 e 34 (Figura

11) mograno unabassa attivit™ in vitro.
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Figura 11 PEG-Tripartati 33 e 34.

L drolisi inizidle generail corrispondente dipartato non attivo e relativamente stabile,
perci” la ciclizzazione che teoricamente avviene all@nterno ddla cellula tumorale, « lo
stadio determinate nd rigenerareil lattone(secondostadio de sistema dipartato).®

Lo scenaio ¢ ulteriormente complicato quando compodi Sintetizzati per agire come
pro-drugs esibiscono un@itivit™ antitumorale intrinseca. CPT tripartata 35 (Figura 12) ed
altri andoghiche portano un residuo poliamminico come carriersin poszione21, mosrano
unacitotossicit™ in vivo paragonaile alla molecola parentale CPT, nonosante |@ndlo E sia
aperto.”’

H
NH\/\/NV\/\NH2
2 CF4CO,H

2 CF3CO,H

Figura 12 Strutturadi Tripartati solubili in acqua

Talerisultato nonpu” essere legao ala lattonizzazionein situ dd derivato, poichZne
saggi di cleavage dd DNA, non s riscontra unaquantit™ sufficiente di CPT a giudificare
|@levata attivit™ de compogo, pertanto, questi 17-O-Acetil-21-spermidinanmide derivati
potrebbao rappresentare i primi esempi di camptotecine attive con |@ndlo lattonico aperto.
Una plaugbile interpretazione de dai biologici potrebbe essere che il residuo
poliamminico consente undnterazione favorevole con il complesso ternaio;

questOntuizione» suppotata ddl@ndis dd saggi di cleavage di 36 (Figura 12), il qude,
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nonosante |@ssenza dd gruppoossidrilico in 17 e quindi ddla possibilit™ di ripristinare la

CPT, induec un dannoa DNA paagonaile allamolecola paentae.”’

2.3 RISULTATI E DISCUSSIONE

Col fine di ottenere una nuovae pie efficace classe di CPT con andlo E aperto,
abbiamo esplorato |@nfluenza ddl@rchitettura del residuo poliamminico sullGttivit® de
derivati ottenut.

Le poliammine (cadavering spemidina e spemina), sono biodntetizzate nd corpo
umano e giocano un ruolo essenziale come regolatori ddla crescitaddle cellule e ddlaloro
differenziazione® Molti tipi di tumore contengonoun elevato livello di poliammineed una
proteina di trasporto attivata (PAT), capace di importare poliammine ddl@sterno™> Le
poliammine a pH fisiologico sono protonée e possono interagire elettrogaticamente con il
DNA.% Svariati tentativi di sfruttare le poliammine come carriers di farmaci sono riportati
in letteratura®®°® Le ricerche effettuae hanno tentato di spiegae qude sequenza
poliamminicasiala pie adata per facilitare il trasporto dd farmaco allGnterno dela cellula
tumorale® Tali studi, comunque hanno evidenziato che piccoli cambiamenti strutturali
ndlo schdetro poliamminico, influenzano fortemente laloro capacit™ di veicolazione

Da un@ndis pie dettagliata emerge che I@fficacia dd sistema di trasporto
dipendente dad numero d@tomi di azoto presenti e ddla loro distanza relativa, ovvero dd
nurero di gruppi metilenici cheintercorronofraun gruppoamminico e |@ltro.%?

Per il nodro scopo abbiamo usato le seguenti poliammine etan-1,2-diammina 37,
spermidina 38, homo-spemidina 39, spemina 40 e 4,813 17-tetraza-icosan-1,20-
diammina4l. (Figual13)

_ R v ~ R 2NN ‘R
37,42 38, 43 39, 44
ROR y ROR R R
HNJUNJNN- HoN N NG N g Ny NH,
40, 45 41, 46

Figura 13. Struttureddle poliammine37-41ei loro derivati N-Boc 42-46.

La reazione di anmidazione diretta ddla camptotecina 1 con le poliammine 42, 43 e

20



45, « dtatarealizzatain piridinaa 80iC, secondounaprocedura modificata ed inizialmente
messa a punb da Adamovics™® (Schema 7). La successiva esterificazione della poszione
17-OH con Ac,O generai coniugdi tripartati protetti, i qudi vengonodeprotetti con acido
trifluroacetico per generarei corrispondenti coniugati tripartati idrosolubili 47, 35, e 48.

1

42 43 45

35

-3 CF3CO0"

i Piridina, 3 d, 80°C; ii: Acy0, Py; iii: CF3COOH

Schema 7. Reazioneddla CPT con poliammine 42-45.

Speimentalmente s osserva che la resa chimica ddla reazione fra la CPT e le
poliammine 42, 43 e 45 diminuisce con |@umentare ddla lungheza ddla catena
poliamminica; infatti, passando da 42 a 45 la resa va ddl®8 a 10% Nessuno fra i vari
tentativi di coupling con la poliammina 46 ha condoto al@solamento dd prodoto
desiderato. Questo insuccesso, unito alla bassa resa di formazione dd tripartato 48, ci ha
spinto ad esplorare un protocollo pie efficiente per la reazione di ammidazione A tale
scopo abbiamo pensato che I@cido 17-O-acil camptotecinico 49 potesse essere un ottimo
precursore. L&cido camptotecico 49 viene estratto ed isolato ddla pianta Nothapodyes
fodida, ma pu~ anche essere ottenuto pe via sintetica mediante acilazione de
corrispondete sale sodico con Ac,0O in DMF.% Tentativi di riprodurre tale approccio semi-
sintetico ci hacondoto allasintes di 49, ma con unaresanonsupeiore a 10%, pertanto ¢
stato necessario sviluppae una semi-sintes aternativa. In paticolare, la metodologia da
noi messa a punb prevede la reazione di 1 con benzilammina seguita da acetilazione
dedl@dross gruppolibero con Ac,0 pe generareil derivato 50 (Schema 8).
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1) BaNH,, 50°C
_—

2) Ac,0, Py, r.t.

Schema 8. Sintesi ddl@cido 17-O-Acetil Camptotecinico (49).

La nitrosazionedi 50 con NaNO,, in presenza di unamiscela di AcCOH e Ac,O genera
la corrispondente N-nitroso ammide 51, la qude riarrangia termicamente pe dae il
corrispondente benzl estere 52. La successiva riduzone dd gruppo benzlico con H,/Pd
fornisce |@cido camptotecinico 49 con una resa complessiva su 4 passaggi superiore
dl®0% La successiva reazione di ammidazione con le poliammine 44, 45, e 46 in
presenza di WSCI (Water Soluble Carbodimide) ed 1-idross benzotriazolo (HOBL)
(Schema 9), ha portato al@solamento de corrispondenti coniugai tripartati protetti. Per
trattamento con TFA s ottengonoi prodoti target 53, 48, e 54.

H  H' Hyt Hyt Hp*
No LN LN N N NHo*
AR SR S i S
-2 CF3CO0" o -5 CF3CO0"
i: WSCI, HOBE; ii: CF3COOH

Schema 9. Reazionedd|Gcido 17-O-Acetil camptotecinico con poliammine 44-46.
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2.4V ALUTAZIONI BIOLOGICHE E BIOCHIMICHE

LGittivit"~ citotossica di questi nuovi derivati tripartati « stata valutata sulla linea
cellulare NCI-H460, (tumore polmonae), (Tabdla 2).* Ladiminudonedi potenzadi tutti i
derivati poliamminici rispetto al topotecan, al SN-38 e alla CPT « probabilmente dovuta ad
un limitato assorbimento dd coniugao come sae idrosolubile.

Tabella 2. Attivit™ antiproliferativade coniugdi tripartati in cellule H4601C;, (mM)

lhexposure 72hexposure  F.l.

Topotecan  1.18+024  0.015:0.0027 79

SN38 022¢0013 0.0120001 18
CPT 0.18:0.01  0.005%0.0024 30
a7 6.04+1.97  0.0023:0.0004 2600
35 366:0.34  0.048:00075 76
48 2.1+1.85 00770019 28
53 7.7+3.6 0.12+0.03 64
o4 1.44+0.38  0.17+0.027 8.5

Sebbene tutti i coniugai mostrino un@itivit™ molto scarsa dopo1 h di esposizionea
tumore, 1@ffetto antiproliferativo aumenta nd controllo eseguito dopo72 h. In paticolare,
il compogo 47, dopole 72 h, mostraun@itivit™ supaiore ai compodi di riferimento. Oltre
test di citotossicit”, i vari coniugdi sono stati andizzati ne saggi di cleavage
Topoisomeras [-DNA, per investigare laloro abilit”™ nd conferire un danno sodanzale d
DNA. Latopoisomeras | umanapurficatae stata usataingeme al SN38 come compogo di
riferimento (Figura. 14A). || compodo 47 esibisce un danno a DNA simile a farmaco di
riferimento, mentrei compogi 35e 48 mograno un dannoa DNA leggemente inferiore ad
SN38. Invece, i derivati 53 e 54 sono soganzialmente po efficaci.

Oltre ai saggi di cleavage, s « valutatala capecit”™ de coniugdi tripartati a stabilizzare
il complesso ternario. Dopo |@ddizione di un@ita concentrazione salina (0.6M NaCl), la
qude favorisce la dissociazionedd complesso ternario Topol-DNA-Drug, » stato possibile
estrapolare il dao di persistenza dd danno (Figura 14B). Come evidenziato in Figura 14B
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tutti i coniugdi rivelano unapersistenza del danno a DNA simile a SN38. La migliore
attivit™ » stata ottenuta con il tripartato 35. L @ntrodwzione ddla homo-spermidina produce
unariduzone ndla persistenza dd danno sul DNA rispetto alla spermidina (53 vs 35);
anche la spegmina s ¢ dimostrata meno capace di indurre danno a DNA rispetto la
spermidina (48 vs 35).

s v .

N oy =

38 35 98 47 %8 4
Peciies B Mol Mol
Ko Sl B oo__ ==
| | :‘—I::- [‘ : g_ ===
=== .’“:'Ei g A
== N= B g
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1o
— <]

o

(%)
=
o
@
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o
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Figura 14. A) Saggi di cleavagedea coniugéi tripartati conil complesso binario.
B) Persistenza dd dannoindoto da vari tripartati.

Il compodo 47, invece, s » modrato il meno efficiente ndlo stabilizzare il danno a
DNA. Daun@ndis completa dd risultati raccolti s osserva che, dopo72 ore, 47 il pie
attivo trai derivati sintetizzati, mentre 35, 48, 53, e 54, ossiai derivati con maggiore carica,

sono meno efficaci. Al contrario, dopo 1 h di esposzione i dai di attivit™ mograno un
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andamento oppo$o e la molecola pie attiva risulta essere il tripatato con catena
poliamminica pie lunga54.

L@ita attivit” antiproliferativa osservata per 47 dopo esposizione a tempi lunghi
suggeisce una maggiore capecit”™ di questo coniugado nd promuoveae la chiusura
ddl®ndlo E, rigenerando la molecola naturale. Questa caratteristica » suppotata dai déi
riportati in Tabdla 2, doves pu™ osservare la stessa attivit™ Siaper 47 cheper CPT.

2.5 CONCLUSIONI

| risultati presentati in questo studio evidenziano che andoghidella CPT con andlo E
aperto, posono manifestare una discreta attivit™ antitumorale. Tuttavia, questa risulta
essere  marcatamente dipendente ddla tipologia dd sodituente poliamminico.
L dntroduzone di un residuo poliamminico adato genera un derivato con la capacit™ di
inibire la crescita dd tumore, supeiore ai farmaci di riferimento, ed intrinsecamente
possiede|@bilit” di stabilizzare il complesso ternario. Inoltre, lanaurade sogituente gioca
unruolo crudae nd promuovee unrapido accumulo intracellulare dd farmaco, generando
un effetto citotossico ottimale. Questo comportamento farmaco-cinetico » determinate pe
avere unitivit™ antitumorale efficace, poichZ pe ottenere un effetto apopbtico sulla
cellula malata, *« necessaria un@deguaa concentrazione intracellulare dd farmaco.
L Grchitetturadd residuo poliamminico « importante per avere attivit™ antitumorale, mentre
il bilancdamento ddle propriet” lipofilicheidrofiliche ddle poliammine ¢ crudae pe la
potenza dd coniugao tripartato.
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CAPITOLO 3

MoDIFICHE ANELLO C

3.1 INTRODUZIONE

Sino ad oggi gli studi di struttura-attivit™ (SAR) relativi a nuovi andoghi ddla
camptotecinas sono essenzialmente incentrati su duepunt chiave: le modifiche agli andli
A e B, pe favorire un aumento ddlQitivit” citotossica e le modifiche al@ndlo E pe
aumentare la stabilit™ de derivati in condzioni fisiologiche Al contrario, una dettagliata
andis de dai di letteratura, rivela che poci sono gli studi relativi alle modifiche
strutturali all@ndlo C, probabilmente a causa dela bassa attivit™ antineoplastica mosrata
da primi derivati riportati (Figura 15).%%

Figura 15 Andoghiddla CPT modificati a C

L dncapecit™ di 55 e 56 di stabilizzare il complesso binaio covaente « attribuibile ala
perdita di planait” dd sistema ABCD, caratteristica che pare essere fondanentae pe
|@fficacia farmacologia dei CPT andoghi. Le prime modifiche semi-sintetiche effettuate da
Sawada portarono all@solamento di una nuova serie di camptotecine modificate in

poszione5, ossia, 5-idrossi-, 5-alcossi- e 5-acetossi-CPT.%®

Figura 16. Strutture di derivati a C5 conunattivit™ farmacologica supeiore alla CPT.
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Tests in vitro di tali derivati, eseguiti sulla linea cellulare L1210, mograrono una
diminuzone del@ittivit™ rispetto la molecola naturale. Un andogo comportamento « stato
osservato per i 5-ammino deivati, che hanno evidenziato una diminuzone di attivit”
antitumorale rispetto ala camptotecing ad eccezione ddla metil anmina e ddl@drossil
ammina deivati che hanno manifestato una buona attivit™ biologica ed una discreta
solubilit™.*’

La bassa attivit®™ evidenziata dagli andoghi modificati al carbonio in poszione 5
potrebbeessere legata o al@nibizionedd doding ndlaformazionedd complesso ternario,
oppue dlaformazionedi unlegame intramolecolare aidrogeno, trail sogituente al C; ed il
doppktto eettronico dd gruppopiridonico (Figura 16).°2 A suppotto di tali consderazioni,
* il comportamento dd derivato 5-etileneCPT 57 (Figura 16), il qude ha modrato
unGitivit™ biologica supeiore a qudla della molecola naurae.®® L@ntroduzone di un
gruppo etilenico in poszione 5, infatti, non atera la planarit™ ddla molecola. Inoltre, la
naura dd sostituente non conente la formazione di alcun pone ad idrogeno
intramolecolari conil farmacoforo (gruppopiridorico).

Altre modifiche ddla poszione 5 ddla camptotecina hanno fornito risultati
contradditori: ad esempio acuni 5-alcoss derivati® recanti o il residuo 2,2 2-trifluroetoss
0 2-idrossetoss (58), hanno evidenziato una attivit™ antineoplastica interessante ed
attudmente 58 « in fase clinica I1.”* Alcuni deivati 5-ammino-camptotecinici hanno
capacit™ inibitoria verso il fattore HIF-1! ddl@possa Ldposia * una caratteristica
comune di molti tumori solidi e contribuisce alo sviluppodea fenomeni di resistenza a
trattamento chemioterapico, contribuendo cos'’ alla progressionedd tumore.”

3.2 RISULT ATI E DISCUSSIONE

La facile rimozione dd protone in poszione 5 « stata dimodrata ddlo scambio
idrogeno/deuterio ed idrogenofrizio,” oltre che ddla sintesi di un limitato numero di
derivati 5-alchilici ottenuti in condizioni basiche™ Le modifiche strutturali al@nelo C
sono possibili grazie alla formazionedi un enolato, che ¢ reso particolarmente stabile ddla
ddocalizzazioneddla carica negaiva sugli andli ABCD (Schema 10).
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Schema 10. Tautomeria Cheto-enolicaddla CPT indota dabase.

Tuttavia, tale peculiare reattivit™ « stata sfruttata solo per la sintesi di alcuni alchil
derivati,” mentre tutti gli atri andoghi5-idross”™ e 5-ammino CPT® sono stati ottenuti in
condizioni ossidaive ed altri alchil analoghhi sono stati preparati mediante reazione di
Wittig, effettuata sulla 5-idrossi CPT, sfruttandolareattivit™ dd gruppoemi-amminde.”

Al contrario, noi abbiamo sviluppdo un protocollo sintetico estremamente versatile,
basato sulla chimica ddl@nolato in poszione 5, che consente di ottenere una pie
diversificata ganma di C5-andoghi. In paticolare abbiamo approfondito le seguenti
reazioni elettrofile: alchilaziong anminazione ossidrilazionee fluorurazione

Il primo passaggio ddla sequenza sintetica da noi propoga (Schema 11), prevede
un@niziale adeguaa protezione dd gruppo 20-OH. In letteratura sono riportate diverse
protezioni ddlafunzondit™ ossidrilica, qudi laformazionedd 20(S)-O-estere, o dd 20(9)-
O-etere. Tuttavia, questi grupp protettori hanno lo svantaggio di essere difficilmente
rimovibili, richiedendocondizioni acide o basiche alquante spinte.

Pertanto, abbiamo pensato di utilizzare un gruppoprotettore sililato poichZ+ noto che
tali sistemi. posono essere introdoti e rimoss con notevole facilit”™. Trattandola CPT con
TESCI in DMF, in presenza di un eccesso di imidazolo e DMAP, s ¢ ottenutala 20-OTES-
CPT in resa quantitativa. La formazione dd sililetere 59 ne favorisce notevolmente la
solubilit™ in solventi eterel rispeito ad 1, conentendo di eseguire le successive
funzondizzazioni in condizioni blande Per trattamento di 59 con LHMDS -80;C in THF
anidro, s ottieneil corrispondente litio enolato 59a il qude per reazionecon un elettrofilo,
genea il corrispondente C5-CPT-andogo come miscela di epimeri ! /#, i qudi, ndla
maggior parte de casi, possono essere separati. La successivarimozionedd grupposilicio

originai targets desiderati (Schema 11).
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TESCI, Im, DMAP

DMF

Elettrofilo Rt
Et;N'3HF

Rl

DN O
N

-z
N \ /
O

~\W
OH O

Schema 11 Protooollo sintetico di derivatizzazionea C; attraverso la viaenolato.

3.2.1. ALCHILAZIONE: Nel caso ddle reazioni di achilaziong gli eettrofili da noi
seleziondi sono stati il Mel ed il ter-butl (3-iodopopos)dimetilsilano (Schema 12). Le
condizioni di reazione per I@ntroduzone dd gruppo achilico sono diverse da qudle
precedentemente riportate. In questo caso infatti,  stato necessario utilizzare un solvente
pie polare, qudela DMF, ed il potassio ter-buissido come base.” | compodi 60 e 61 sono
stati ottenut con una resa modesta (40 e 41 % rispettivamente) e come miscela
diastereomerica inseparabile in rapporto 1:1. La rimozione quantitativa sia dd trietil silile
chedd tert-butl dimetil silile, generai corrispondenti anaoghi 62 e 63 come miscela! /#-
epimericain rappato 1:1. EOda sottolineare cheil prodoto 5(RS)-(3-idrossipropil)-20(S)-
CPT (63), * il caboisogere dd composo DRF-1042 (58), il qude, come g~

precedentemente riportato, * un agente antitumorale in fase clinica Il e sviluppdo per la
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cura de tumori solidi resistenti.”” L@ndogo 63 ha quindi le potenzalit”™ per essere
citotossico ed allo stesso tempo pie resistente ala degradazione enzimatica, ddl@naogo
58.

OH
o/
i
59 ) —
R-I
0
. : HOY =
] - -
62, 63 s © /s ©
60: R1 = TES, R = Me; 61: Rl = H, R = -(CH,)3;0TBS; DRF-1042

62: R'=H,R=Me; 63:R'=H, R =-(CH,)3;0H
i..'BUOK, DMF, 0jC, R-1; ii: EtsN'3HF, THF, 20  C, 35-40 h.

Schema 12 Sintes ddle 5-alchil Camptotecine

3.2.2. IDROSSILAZIONE: La5-OH-CPT « gi” statariportatain letteratura ed « stata ottenuta
mediante una reazione di ossidazione diretta della CPT eseguita 0 con cerio ammonio
nitrato (CAN),” o FeCl,,”* oppue |,” in soluzionealcolica ed in presenza di H,SO,. La 5-
OH-CPT -« intermedio chiave pe la sintes di una serie di andoghi deivatizzati in
poszione 5 qudi: 5-ammino, 5-alcossi, 5-aciloss e 5-alchilderivati.®*™" Sfruttando la
metodologia dd|@nolato da noi messa a punb, * stato possibile introdurre la funzondit®
ossidrilica in modo diretto, utilizzando come fonte elettofilica un@ssaziridina™ Come
riportato in Schema 13 infatti, il derivato 64 viene ottenuto con resa quantitativa. La
successiva rimozione dd grupposilile genera il derivato eterosogituito 65 come miscela
epimerica (1:1) non separabile (Schema 13).

3.2.3. FLUORURAZIONE. EOnoto che, in molti casi, la sogtituzionedi un atomo di idrogeno
con uno di fluoro in molecole organiche, porta a consderevoli variazioni dele propriet”
fisichg chimichee biologichedea compodi stessi.** Generalmente questa sostituzioneporta
alla formazione di molecole biologicamente pie attive, e il derivato pie interessante ¢
|Gntimetabolita 5-Fluoro Uracile (5-FU) usato attudmente nd trattamento dd tumore al
colon; pertanto la sintes di derivati fluorurati « una metodologia ampiamente esplorata in

campo accademico,™ nontZ sfruttata a livello indusdriale® Per ottenere la 5-fluoro
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camptotecina abbiamo utilizzato N-Fluorobenzenesulfonimmide (NFSI), qude elettrofilo
dafar reagire con I@nolato 59. La reazione genera il prodoto in resa quantitativa e come
miscela 1/1 di diastereoisomeri, i qudi sono stati separati mediante colonnacromatografia
di gd di slice (Schema 13). A nodra conosenza questo ¢ il primo esempio di
camptotecina modificata in poszione 5 con un gruppo alogeno. La deprotezione dd
dliletere precursore genera i due diastereoisomeri 5-F-CPT (67a e 67b) con resa
quantitativa (Schema 13).

59

64, 66a, 66b: R' = TES, 65, 67a, 67b: R' = H

i.. LIHMDS, THF, -78;C; ii: EtN'3HF, THF, 20 {C, 35-40 h.

Schema 13. Sintes di 5-OH-CPT (65) edi 5-F-CPT (67ae 67h).

3.2.4. AMMINAZIONE. Come gi~ descritto in precedenza, andoghi ddla camptotecina
modificati in poszione5 con un ammino grupposono gi~ stati riportati.®®” La procedura
che condue@ al loro ottenimento prevede |Gttacco nudeofilo alla funzondit™ emi-
amminde ddla corrispondente 5-OH-CPT, con conmmitante sogituzionedd gruppo OH
ed insrimeto ddlafunzondit™ amminica.

Al contrario, la metodologia da noi applicata prevede I@iso di reattivi di amminazione

elettrofila da far reagire con I@nolato 59a In particolare abbiamo selezionao, qudi
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reagenti elettrofili, il dibenzl-azadicarbossilato 68 ed il di-tert-butil-azadicarbossilato 69
(Schema 14).

RO,C
RO,C, N Y
~ "CO,R
68 (R = Bn)
69 (R ='BOC)
i 70a, 70b; 71a, 71b
59 | ——— i
72a, 72b; 73a, 73b
TS-N3

) 74a, 74b
! E 75a, 75b

R' = TES: 70a, 70b (R = Bz), 71a, 71b (R = BOC), 74a, 74b
R' = H: 72a, 72b (R = Bz), 73a, 73b (R = 'BOC), 75a, 75b

(i): LIHMDS, THF, -78;C; (ii): Et;N'3HF, THF, 20 j C, 35-40 h.

Schema 14. Amminazionedl ettrofiladdla CPT

La reazione genera i corrispondanti 5-idrazino derivati 70 e 71, entrambi ottenut come
miscela epimerica in rappoito 1:1; la sepaazione de diastereoisomeri « stata effettuaa
mediante cromatografia su silice, consentendodi isolare le seguenti coppie di epimeri, 703,
70b, e 713 71b. Sebbene gli idrazino derivati possano essere consderati come precursori
ddlafunzondit™ anminica, laloro convesionenones mai stata tentata. La rimozonedd
grupposilile hafornito i rispetivi 5-idrazo-CPT 72a, 72be 73a 73b.

Sempre in ambito di funzondizzazione amminica ddla poszione 5, abbiamo consderato
la possibilit™ di inserire 1Gzido gruppo. Fra i vari reattivi di tipo elettrofilo utilizzati per
|Gntroduzone di tae funzondit™, abbiamo selezionao la todl azide, in quanto

stericamente po ingonbrata. Un@Gitenta andisi ddle condizioni di reazione al fine di
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evitare Inserzione dd diazo piuttoso che ddl@zide® ha consentito |@ttenimento de 5-
azido derivati, come miscela diastereomerica in rapporto 1:1. Accanto ad sono state
isolate tracce di bis-azido derivato 76 (Tabdla 3). Gli epimeri 74a 74b sono stati separdti
mediante cromatografia; la successva rimozione dd gruppo slile ha fornito i
corrispondenti derivati 5-azido-CPT 75ae 75b.

La naura degli epimeri 71ae 71b ci hafatto riflettere sulla possibilit”™ di sintetizzare un
nuovo andogo ddla camptotecina recante 6 andli condensati, anzichZ5. Consderando la
naura di 71, infatti, « possibile immaginare che il gruppo amminico dd diazo derivato
condens con il piridoneddl®ndlo D, generando un sesto andlo di tipo triazolinico. Tale
obiettivo » stato raggiunto facendoreagire lamisceladi epimeri 71a71b con acidotrifluoro
acetico, il qude indue la rimozione dd grupp BOC e la conaomitante ciclizzazione
sull@ndlo D, originando una miscela diastereomerica di 5,17-diidro-4,17 18-triazolo 77.
L @ssidazionedi 77 con DDQ fornisce |@nadogo esaciclico 78in resa quantitativa. (Schema
15)

71a i
71b

i: TFA,20iC, 20 h, 80%; ii: DDQ, THF, 60 {C, 3 h, 95%

Schema 15. Semi-sintes dd derivato 78.

Il compodgo 78 risulta essere il primo frai compogi camptotecinici noti, che presenta una
modifica strutturale al@ndlo D ed ottenuto per via semi-sintetica; inoltre la molecola
completamente planare, e proietta fuon ddlo schdetro camptotecinico un atomo di azoto,
chepotrebberivelars utile ndlo stabilizzare il complesso ternario.

Qude ultima modifica strutturale alla poszione 5, abbiamo, infing sintetizzato la 5-
ammino-CPT (79), pe trattamento di 75 con H, su Pd/C. (Schema 16) Lareazioneeseguita
sugli epimeri 75a e 75b separtamente, hain ogni caso condoto all@solamento di 79 come
miscela 1/1 di epimeri. Nello Schema 16 sono riportati due possibili meccanismi che

potrebbeo rendere conto ddl@pimerizzazione in poszione 5. Il primo (a) s basa sul
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possibile equilibrio fra la 5-NH,-CPT e la corrispondeate forma imminica (meccanismo
smile a qudlo ddi@mi-amminde); mentre la seconda ipotes (b) S basa su un
meccanismo intermolecolare secondoil qude, il doppietto presente sull@zoto ddI@mmina
libera sarebbe in grado di strappae il protone in poszione 5 con conseguente
riequilibrazionedd derivato in forma epimerica. Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per
far luce sulla naura di questo meccanismo.

i) Hy, PAIC, THF

Schema 16. Ipotes di epimerizzazionedi (75a 750b) duranteriduzone

3.3VALUTAZIONI BIOLOGICHE E BIOCHIMICHE

3.3.1. ATTIVITE ANTIPROLIFERATIVA. LQ@itivit® antiproliferativa deé nuov derivati
funzondizzati in poszione 5 ¢ stata valutata sulla linea tumorale NCI-H460. Come
modrato in Tabdla 3, tutti i compogi sintetizzati hanno unapotenza citotossica inferiore a
gudla da duefarmaci di riferimento utilizzati negli esperimenti, ossia SN38 e topotecan.
Inoltre, da dati riportati appae evidente che, ad eccezione ddla coppia 67a67b, uno de
duediastereoisomeri risulta essere sempre pie attivo ddI@Itro (75avs 75b, 73avs 73b, 72a
Vs 72b). | compodi pie attivi della serie sono risultati essere gli azido derivati 75a e 75b,
mentre la presenza di 2 azido gruppi non produc alcunasostanzale differenza sull Gttivit™
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biologica (76 vs 75a e 75b), al contrario il valore di ICy, modrato risulta essere un media

de duecompodi pres separatamente.

Tabella 3. Attivit™ antiproliferativaddle CPT-5-andoghesulle cellule NCI-H460.

ICso (ng/mL)
1 h exposure 72 h exposure
Topotecan 0.28+0.16 0.0040+0.001
SN38 0.051+0.0018
62 2.15 0.2
63 6.5 0.65
65 gia riportato in letteratura
67a 20.6 0.37
67b 20.6 0.62
72a 335
72b 39
73a >100
73b 50
754 4.48
75h 2.59
76 4.0
77 17
78 3.8
79 11

La presenza dd metile in poszione 5 (62) prodwce un parziale guadagno in potenza
citotossica, mentre gruppi di naura idrofila, come ad esempio |@mino gruppo e |@dross
gruppo, 79 e 63 rispettivamente, indumno un peggioramento delGttivit™.

Inaspettatamente, i compodi pie idrofobi (72a 72b, 73ae 73b) s sonorivelati i meno
ativi. Tale comportamento risulta essere particolarmente anomelo, dd momento che la
capacit™ di supeaare la membrana plasmatica eOfavorevolmente influenzata ddla lipdfilia

Probailmente gruppi stericamente ingonbranti in  poszione 5 intereferiscono
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negativamente sull @nterazionecon il complesso binario (Topol-DNA).
Confrontandoi ddi relativi ad i compogi 77 e 78 9 osserva che la presenza di un sesto
andlo QriazolinicoOaromatico genera un incremento del@ttivit™ citotossica di circa 5

volte, rispetto a corrispondente sogituente non aromatico.
SN38 73b 77 SN38 67a 67b

Figura 17. Saggi di cleavagedi Topol-DNA relativi ai compodi 5-andoghiCPT.

La non elevata citossicit™ del derivato 78, tuttavia potrebbe essere causata o ddla
sodituzione ddl®@tomo di ossigeno dd residuo piridonico farmacoforo con |@tomo di
azoto, la qude comporterebbe ad unaridotta capacit” di 78 di stabilizzare il complesso
binario; oppue ddla presenza ddl@tomo di azoto in poszione 5, proiettato fuor ddla
struttura camptotecinica, il qude potrebbeinibire la stabilizzazionedd complesso Topo |-
DNA.

3.3.2. ESPERIMENTI DI DANNO AL DNA. La topoisomeras IB umana purificata « stata
utilizzata per valutare la capecit™ da C5-CPT andoghi nd danneggiare il DNA. Questi
espaimenti hanno mosrato che IGntendt” del danno prodoto ha un andamento

paragonaile alla potenza citotossica (Figura 17). Sebbene i compogi 67a e 67b abbiano
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esibito una scarsa attivit™ antiproliferativa, hanno evidenziato una buonaabilit™ nel nd
dangggiare il complesso binario. Attivit™ citotossica ed intensit™ di danno prodoto sono
invece paragonaili per il derivato 73b che, infatti, risulta essere po attivo sia ndl@nibire
la proliferazionecellulare che nd danneggiare il DNA. EQpossibile che Idngorbro sterico
a C, satae daimpedirne il corretto inserimento a livello di sito attivo. EQimportante
osservare che la presenza di un gruppo amminico (79) o di un gruppo triazolico non
aromatico (77) produce effetti molto simili sia per quanto riguada la citotossicit™ che per

|dntendt™ dd dannoprodoto.

3.4 CONCLUSIONI

| risultati presentati in questo studio evidenziano che andoghi ddla CPT modificati
ndl®ndlo C, posono manifestare una buonaattivit™ antitumorale. Tuttavia, questa risulta
essere marcatamente dipendente ddla tipologia del sodituente. Pertanto, I@ntroduzone di
gruppi voluminos in poszione5 come per gli analoghi 723 72b, 73a e 73b, produce un
elevato ingomnbro sterico tale da compromettere la corretta interazione con il complesso
binario, come s pu” notare da dai di IC,, presentati in tabdla 3. Anomalo « il
comportamento dd derivato 5-F-CPT (67a e 67b), per il qude nonosante |@sogeria tra
atomo di fluoro e di idrogeno, s ha unariduzone ddI@itivit™ biologica di circa 50 volte.
Probabilmente |@ffetto elettronegativo dd sodituente « tale da destabilizzare il complesso
ternario. LOntroduzone dd residuo azido 75a e 75b genera dd derivati molto attivi,
presumibilmente il comportamento dipolare ddi@zide ¢ capace di interferire con il
complesso binario generando poni idrogeno intermolecolari. L@ntroduzone di un andlo
aggiuntivo QriazolicoO(derivato 78) produce un andogo con potenza 10 volte inferiore
al®N38. In condusone abbiamo sviluppdo e messo a punb un protooollo di reazione
gengde pe |Gddizione dettrofila  (amminazione ossidrilazione  alchilazione
fluorurazione ala poszione 5. Gli andoghi ottenuti mostrano un@ttivit™ antitumorale
buona ed il compogo 78 « il primo fino ad oggi riportato, recante una modifica semi-
sinteticaall@ndlo D.
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CAPITOLO 4

MoDIFICHE ANELLO D

4.1 INTRODUZIONE

La SAR ha fatto enomi progress ndla dduddazione degli elementi strutturali
necessari a finedi creare un andogo con unapie ata potenza citotossica. A tutt@®ggi solo
podi studi riportano modifiche strutturali all@ndlo D, e la maggior parte di interessa
le poszioni 14 e 4. Tali molecole sono state ottenute mediante sintes totale, ed in
particolare s fa riferimento agli andoghi 14-cloro- (80),%* 14-aza- (81),%° 4-deaza (82)%e

14-nitro- (83)% camptotecine (Figura 18).

0
Figura 18. Andgohiddla CPT modificati all@nélo D.

Tuttavia, la bassa attivit™ antitumorale modrata da tali derivati, assodata a studi di
molecular modding, hahno indoto alla condudsone che anche piccole modifiche
ddl®ndlo piridonico D influenzano negativamente le caratteristiche della camptotecina
stessa, e di coneguenza le sue propriet” di binding con il complesso binario DNA-
Topoisomerasi |. Questi studi chiaramente mograno chel@ndlo piridonico nonmodificato
« un elemento necessario per tutti gli andoghiddla CPT.®
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4.2 RISULTATI E DISCUSSIONE

Sulla base de risultati ottenuti e riportati nd precedente capitolo, unitamente ad una
vasta letteratura in merito, appae abbastanza chiaro che modifiche strutturali all@ndlo D
non favorisco, ma a contario peggiorano |Q@ittivit® citotossica degli  andoghi.
Ciononosante, abbiamo voluto esplorare la possibilit”™ di generare una nuova molecola
camptotecinica modificata proprio ndla poszione piridonica. A tale proposto abbiamo
pensato di generare un isogere ddla CPT, recante un gruppo tio-piridonico. | benefici
sullGttivit® biologica derivanti ddla sogituzione isogerica ddl®ssigeno con lo zolfo,
sono, infatti, ampiamente doaumentati in letteratura per svariati compogi.®

Per la sintes ddla 16aTio-CPT, abbiamo consderato che il reagente di Lawesson
(LR) avrebbepatuto fornireil risultato desiderato. Lareazionefrala CPT ed il LR, notain
letteratura,® genera una piccola quantit™ di 20-mercapto-CPT 84 accanto a 20.21-bis-
mercapto-CPT 85 (Schema 17).

A o) S o)
N N
Py + 7,
N \ / N \ /
o) o)
g4 HS gs HS
o) S
3% 8 %

i) LR (5 eq), Pyridine Reflux 30 h

Schema 17. Reazioneddla CPT conil reagente di Lawesson. (Hecht)

Tuttavia, la reazione di tionazione da noi ripetuta in diverse condzioni di solvente e
temperatura haportato all@ttenimento dd solo derivato 20-deoxy-16atiocamptotecina (86)
conunaresadd 63% (Schema 18).

i) LR (1.4 eq), Xylene Reflux 3 h

Schema 18 Reazioneddla CPT conil reagente di Lawesson. (Samor®)
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L dsolamento di 86, « stato in ogni caso vautato come un buon punb di partenza,
poichZ dimosgtrava che la tionazione in poszione 16aera possibile, e |@ttenimento dela
16atio-CPT erafattibile unavolta adeguaamente protetto il gruppoossidrilico in poszione
20. A ta proposto abbiamo ripetuto la protezione riportata ndlo Schema 11 (Capitolo 3),
che genera la 20(S)-O-trietilsilil-camptotecina 59. La successiva tionaione di 59 con il
reagente di Lawesson porta al®@ttenimento ddla corrispondente 20(S)-O-Trietilsilil-16-a
TioCamptotecina 87 con unaresa pai all®4% Infing la desililazionedi 87 con Et,;N-3HF
general@ndogodesiderato 88 con resa quantitativa (Schema 19).

i) DMF, TESCI, imidazolo, DMAP; ii) LR (0.9 eq), xilene; c) Et;N-3HF (2.6 eq); THF.

Schema 19. Sintes ddla 16aTio-CPT (88).

La dtruttura ddla tiocamptotecina 88 < stata deerminda aftraverso andis
cristallografica dd singolo cristallo.* Pur essendo molto simile alla struttura della molecola
naurale, il cristallo di tiocamptotecina modra acune peculiarit”™ che meritano un ulteriore
commento. La differenza prindpde fra la struttura cristallografica dela camptotecina e
ddlla tio-camptotecinarisiede ndla diversa tipologia ddnterazioni che si vengonoa creare
dllnterno ddlacella. Tali differenze sono legate alla diversa natura degli atomi coinvolti.
Nel caso ddla Tio-CPT s » osservato cheil tipo e I@ntenst™ di tali interazioni indumnola
molecola a cristallizzare come duediversi conformeri all@nterno dela stessa unit” di cella

In un set di molecole, rappresentato in Figura 19, la connessione tra unamolecola e
|Gitra avviene attraverso la formazione di legami ad idrogeno intermolecolari tra la
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poszione 20-OH ed il gruppo carbonilico ddi@nello E, con unadistanza intramolecolare
OE. O di 2.908- .

Figural9. Rappresentazionespaziae di 88. Le linee tratteggiate rappresentano i legami
intermolecolari ad idrogeno.

Figura20. Rappresentazione spazidle di 88. Le linee tratteggiate rappresentano i
leganmi intermolecolari ad idrogeno.

Nel secondo set di molecole, rappresentato in Figura 20, la connessione tra una
molecola e |@ltra « dovuta dla formazione di un legame ad idrogeno intermolecolare tra

|Gtomo di zolfo ed il gruppoossidrilico, con unadistanza intermolecolare SE. .O di 3.241
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La minore eettronegaivit™ ddl@tomo di zolfo rispetto all®@ssigeno, implica la
formazionedi legami intermolecolari pie deboli ed i valori ddle distanze di legame sopra
riportati ne sonoun@videnza. Nel conformero raffigurato in figura 18, dovesono coinvolti
atomi di ossigeno di strutture diverse, lalungheza dd legame S-C« di 1.669(4) * , mentre
nd conformero raffigurato in figura 19, la lunghezza dd legame S-C raggiunge1.682 .
Tali osservazioni sperimentali possono essere spiegate sulla base del fatto che la natura dd
legame C(169-S « pie vicina a qudla di un legame singolo, essendo gli €elettroni dd
legame $ dd tiocarbonile pis GpodatiOverso |Gtomo di zolfo. Tae fenomeno favorisce
|@nterazioneconil residuo20-OH di unasecondastruttura.

Anche pe ci” che concerne la reattivit™, la camptotecina e la tio-camptotecina hanno
modrato congderevoli differenze. A causa ddla maggior polarizzabilit™ dd legame C=S
rispetto a legame C=0, infatti, le reazioni in presenza di bas, evidenziano che nd caso
ddlaTio-CPT, il contributo ddlaforma enolica aumenta (Schema 20).** Infatti, trattatando
la tio-camptotecina con 2.0 eg. di imidazolo in DMSO-d¢/D,0O, dopo15 minut a 20iC, s
osserva chel@5%di deuterio » stato incorporato in poszione5, mentre la camptotecing, in
andoghe condwzioni, non supaa il 70 % di assorbimento di deuterio dopo 3 giorni di

reazione

a) Forma Cheto b) Forma Enolica

X=0,S
Schema 20. Struttura molecolare ddla camptotecina (X=0) e ddla Tiocamptotecina

(X=S): @) Forma cheto; b) Formaenolica

Inoltre, » stato possibile osservare la forma enadlica ddla tiocamptotecina mediante
spettroscopia *H NMR, monitorando la reazione indota dad 'BuOK in solvente deuterato

(THF-dg). Il corrispondente tiolato « stabile in soluzione pe diverse ore; la successiva S-
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alchilazione eseguita con Mel genera il corrispondente metil solfuro 89 (Schema 21). Il
trattamento di 89 con NH,Cl saturo generail compogo aperto 90 (Schema 21).

i) Mel, 'BUOK, THF-dg; ii) H,O/H"

Scheme 21. S-Alchilazioneddla TioCPT 88 con Mel e sualdrolis.

43 VALUTAZIONI BIOLOGICHE E BIOCHIMICHE
LGittivit™ citotossica ddla tiocamptotecina 88 « stata studiata su differenti linee

cellulari tumorali umane, utilizzando comeriferimento laCPT 1 (Tabdla 4).

Tabella4. Attivit™ citotossica (IC;,, uM) di CPT 1 e tiocamptotecina 88 contro linee

cellulari di tumore umani.?

Lineacdlulare Tempodi

Esposzione(h) G (M)
Compodo
1 88
H460 1 0.3340.05 0.14+0.058
72 0.00624.000204 0.007440.00038
IGROV-1 1 1.6540.10 0.2240.041
72 0.01240.0004 0.00467©.00077
HT29 1 3.16+1.2 0.1740.091
HT29/mit 1 8.81£2.35 0.1140.03

j‘L(NattivitA » deerminaa da saggi antiproliferativi (cell coun) a 72 h, seguendo
I@sposzioneale72h.1C,, conceentrazionedd farmaco richiesta per lariduzonedd 50%
di crescita tumorale compaata con il controllo non trattato. MediatSD sono riportati

almeno tre esperimenti.
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Dopo 1 h d@sposzione a tumore la tiocamptotecina risulta essere pie attiva dd
riferimento verso tutte le linee cellulari esaminae, mentre dopo un tempo prolungdo di
esposzione (72 h) |@ffetto citotossico » sostanziamente paragonadile o leggemente
supeiore a riferimento.

L dneremento della citotossicit™ di 88 » condderevole per la linea cellulare IGROV-1
ed ¢ ancor pie marcato per la linea cellulare HT29 (carcinoma dd colon resistente al
farmaco) e ndla sotto-linea cellulare HT29/mit, seleziondo pe la resistenza d

mitoxantronee caratterizzato daunasovrespressionedela ponpadi membranaBCRP.*

10

— — — — T —

Figure 21. Saggi di cleavage di Topo I-DNA relativi a compodi 1 e 88. | campioni sono
fatti reagire con 1, 10 e 50 uM di farmaco a 37 jC per 30 min. la reazione * bloccata
ddl@ggiunta di 0.5% SDS, 0.3 mg/ml di proteinase K e incubata per 45 min a 42jC prima
di essere caricata su 8% di gd di poliacriloammide denaurato. C, controllo DNA; T,
reazionesenzafarmaco; M, marcatore purinico. Esperimenti ripetuti 3 volte.
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Saggi di cleavage Topo I-DNA sono stati eseguiti per esaminare la capecit”™ ddla
tiocamptotecinandlo stimolare dannoa DNA. Il composo 88 rivela un@ntendt” di danno
al DNA leggemente superiore a qudla indoto dalla molecola naurae CPT (Figura 19).
Come s evince ddla Figura 19 la coppia di cleavage risulta essere identica a qudla
osservata pe lamolecola naurale.

4.4 CONCLUSIONI

Diverse sono le ragioni che possono rendae conto ddla maggiore attivit®™ ddla
tiocamptotecina 88 rispetto ala camptotecina LOncremento ddla carica negativa
sull@teroatomo evidenziato da raggi X della molecola potrebbe rendere conto di unapie
efficace formazione di legame ad idrogeno intermolecolare tra il DNA ed il farmaco; ci”
spiegerebbela pie elevata citotossict™ registrata per 88. Una secondaipotes che potrebbe
chiarire la maggiore potenza inibitoria dela tiocamptotecing sarebbe |@naremento di
lipofiliarispetto ala CPT, il che potrebbe favorire un pie rapido assorbimento dd farmaco
allnterno dd tumore. In ultima andisi, la presenza ddl®@tomo di zolfo conferisce maggior
stabilit™ al@ndlo lattonico, il che's traduce in una maggiore quantit™ di farmaco presente
in forma attiva che, come osservato in precedenza, ¢ qudlachiusa

In condusone la sogituzionedell@tomo di ossigeno con I@tomo di zolfo nd gruppo
piridonico rendeil compogo pie attivo verso tutte le linee cellulari tumorali umanetestate,
perci” la sostituzione isogerica ha generato un nuovo compodo che hale potenziait™ per
diventare un nuovo lead a livello di trattamento chemioterapico. Ulteriori studi sono in
COrso.
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CAPITOLO S

MoDIFICHE ANELLO D

5.1 RISULTATI E DISCUSSIONE

Dopo I@solamento e la caratterizzazione ddla tiocamptotecina 88, s * pensato di
sintetizzare gli anaoghi pis attivi dela CPT in forma QioQ ovvero trasformandoil gruppo
piridonico di ognunodi in tio-piridong con lo scopo di valutare se |@ncremento
ddl@ittivit" biologica legaa ala presenza ddlo zolfo fosse una caratteristica generale,
oppuke un caso isolato alla camptotecina

Gli andoghi pres in considerazione sono: il Topokcan (2), IGGN38 (28) che « il
metabolita attivo del@rinotecan (3), farmaco attuamente in commercio, il Gimatecan (5),
che « attudmente in fase clinica Il ed « I@ndogo ddla CPT che negli ultimi anni s «
dimodrato pie promettente, ed infine la 10-OH-CPT (91), che * un analogo estratto ddla
pianta ed haun profilo farmacologico migliore rispetto la CPT stessa, soprattutto per la sua
minore tossicit™ intrinseca. Per la sintes degli andoghi tiondi, abbiamo applicato la
metodologia sintetica precedentemente riportata per la sintes ddla Tio-CPT (Schema 19),
eccetto che per un@ppotuna modifica utilizzata nd caso de derivati recanti il gruppo
fenolico. Il Gimatecan 5% « stato dgpprima protetto come sliletere, generando il
corrispondente 20(S)-O-trietilsilil-Gimatecan 92. La successiva reazione di tionaione ha
condoto all®@ttenimento dd corrispondante 20(S)-O-trietilsilil-16atio-Gimatecan (93) con
unaresa pari al®@2% Infine la desililazione di 93 con Et,N-3HF ha generato |@&ndogo
desiderato tio-Gimatecan (94) in resa quantitativa (Schema 22).

Lareazionedi SN38 (28) con trietil silil cloruro « regioselettivand confront delG@H
terziario (Schema 22), generando esclusvamente il corrispondente 20(S)-OTES-SN38 (95).
La reazione fra 95 ed il LR ndle condizioni precedentemente riportate ha condoto al
recupgo quantitativo dd materiale di patenza Tale inconveniente « stato supegato
proteggendo il gruppo OH fenolico con TBDMS-CI in solvente misto THF/CH,CI, ed in
presenza di Et;N. Il derivato 20(9-OTES-10-OTBDMS-SN38 (96) « stato quindi trattato
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con il LR, portando ala formazione dd prodoto desiderato 20(S-OTES-10-OTBDMS-
TioSN38 (97) con unaresa ddl®0% Per reazione di 97 con Et;N-3HF s « ottenuto il
TioSN38 98 in resa quantitativa, e la successiva reazione di coupling tra 98 e la 1,40
bipiperidina-1Gcarboni cloruro in presenza di base porta ala formazione dd Tio-
Irinotecan 99.

Per la sintes ddla 10-OH-TioCPT (103, s e« patiti da una doppi protezione
ortogonde ddla 10-OH-Camptotecinag, eseguita come gi~ descritto per la sintes del tio-
SN38. La reazione ddl@ddoto bis-sililato 101 con il reattivo di Lawesson, eseguita in
xilenea90-100;C, hafornito il derivato 20(S)-OTES-10-OTBDMS-TioCPT (102 conresa
dd 90%. In ultimo, la deprotezione completa di 102 ha generato la corrispondente 10-OH-
TioCPT (103 in resa quantitativa. La sintes del derivato Tio-Topokecan (104 « stata
eseguita attraverso unareazionedi Mannich sul derivato 103 usando come amminala bis-
(dimetilammina)-metano in solvente misto CH,Cl,/PrOH, seguita ddl@ggiunta di HCI
acquo®, che hageneato il derivato desiderato 104 con resa > 90% come sale cloridrato.
(Schema 22)*

5.2 VALUTAZIONI BIOLOGICHE E BIOCHIMICHE

L Gittivit™ citotossica de tio-andoghi (94, 98, 103 e 104 « stata valutata in divers
tests biologici utilizzando differenti linee cellulari tumorali umane tenendo come
riferimento i rispettivi anaoghi non solforati, ossia: Gimatecan (5), SN38 (28), Topotkcan
(2), e 10-0OH-CPT (91) (Tabdla 5). Dopo 1 h di esposzione tutti i derivati tio-
funzondizzati risultano essere pie attivi in tutte lalinee cellulari testate con un incremento
ddl@ittivit™ citotossica che va da un minimo di 2 ad un massmo di 20 volte rispetto al
riferimento. Andizzando le varie coppie (Tabdla 5) possiamo affermare che I@ncremento
ddla potenza di 103 vs 91 non « eclatante in nessuna ddle linee tumorali consderate,
mentre per quanto riguadala coppia 98 vs 28, |Gumento ddla citotossicit™ » molto elevato,
soprattutto nd caso dd tumore a polmone (linea H460), con unincemento ddla potenza
di 20 volte rispetto all@naogo ossigentato 28. é importante ricordare che SN38 « ad oggiil
prindpio attivo dd farmaco leader utilizzato per la cura dd tumore al colon, mentre per

quanto concernela coppia 104 vs 2, |Gumento ddla potenza citotossica  di circa 4 volte a
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favore di 104 EQimportante natare che il topotecan (2) « stato attudmente introdoto in

Europaper il trattamento al microcarcinomapolmonae.

Tabella 5. Attivit™ citotossica (1C,,, UM) da Tio-andoghi vs i parentai in diverse linne

cellulari di tumore umani.?

ICs
H460 HT29 HT29mit

10-OH-CPT (91) 0.30+0.11  1.3+0.48 15+1.9
10-OH-TioCPT (103) 0.0924+0.092 0.23+0.19  31.5£3.7
SN38 (28) 0.51+£0.38  0.53+0.25 14.5+7.1
Tio-SN38 (98) 0.029+0.017 0.102+0.008 4.28+1.57
Topotecan (2) 1.37£0.50  5.4547.8 41.27+17.68
Tio-Topotecan (104) 0.41+£0.057 1.5+0.91 11.11+5.48
Gimatecan (5) 0.01 -—-- -—--

Tio-Gimatecan (94) 0.0023 — ——

3 Gitivit® » determinata da saggi antiproliferativi (cell coun) a 72 h, seguendo
|@sposzioneale72h.1Cy, conentrazionedd farmaco richiesta per lariduzonedd 50%
di crescita tumorale compaata con il controllo non trattato. MediatSD sono riportati
almeno tre esperimenti.

Saggi di cleavage Topo I-DNA sono stati eseguiti per esaminare la capecit™ de tio-
derivati ndlo stimolare dannoa DNA. Tutti i compogi solforati presentano un@ntenst™ di
dannoa DNA supeiore alle rispetive molecole parentali (Figura22). Come s evince ddla
Figura22il compogo TioS\38 esibisce unacapeacit™ di taglio dipendente allados e man a
mano che aumenta la concentrazionedd farmaco aumenta il danno conferito a complesso

binaio.
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Figura 22 Saggi di cleavage di Topo I-DNA relativi alle molecole tionae e le rigpettive
molecole parentali. | campioni sonofatti reagirecon 1, 10e50! M di farmaco a 37 i C per
30 min. la reazione « bloccata ddl@ggiunta di 0.5% SDS, 0.3 mg/ml di proteinase K e
incubaa pe 45 min a 42jC prima di essere caricata su 8% di gel di poliacriloammide
denaurato. C, contollo DNA; T, reazione senza farmaco; M, marcatore purinico.
Esperimenti ripetuti 3 volte.

5.3 CONCLUSIONI

Osservando i dati di attivit™ modrati in Tabdla 5 posiamo notare che tutti i derivati
cherecanoil sodituente zolfo sull@ndlo D risultano essere pie attivi rispetto agli andoghi
non solforati, confermando il dao gi~ registrato per la tio-camptotecina rispetto ala
camptotecina Tae scopeata potrebbe aver aperto la strada ala sintes di nuove molecole

pie attive di qudle attud mente usate in sperimentazioneclinicao gi© commercializzate.
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CAPITOLO 6

6.1 CONCLUSIONI

Il tema centrale ddlaricerca presentata in questo lavoro di tes di dottorato in scienze
chimiche riguadala sintes di camptotecine differentemente modificate negli andli C, D,
ed E ddlo scheetro pentaciclico. Per quanto conaerne le sogtituzioni sull@ndlo C, « stata
messa a punb una metodologia semi-sintetica generale per I@ntroduzone di elettrofili
altamente versatile, che sfruttala formazionedi un enolato stabile in poszione5. | derivati
ottenut sono stati testati ndla linea cellulare NCI-H460 (tumore polmonae), ma tali
derivati s sonorivelati meno efficienti ddlamolecola parentale di riferimento.

Per quanto riguadala modifica strutturale sull@ndlo E, abbiamo sviluppdo |@dea de
nuovi Qargeted drug ddivery systemsO che utilizza poliammine come carriers. Inoltre,
durante la sintes di questi andoghi tripartati abbiamo sviluppdo unanuovaprocedura per
|@ttenimento ddl@cido 17-O-acetil camptotecinico (49) in 4 stadi e con resa globde
superiore all080% Infing abbiamo studiato |@rchitettura dd residuo poliamminico che
poteva generare il coniugdo tripartato pie efficiente.

In ultimo abbiamo appottato modifiche al@ndlo D, creando una nuova serie di
isoderi che recano la modifica sul residuo piridonico che « fondanentale per esplicare
|Gittivit™ antineoplastica. Questa nuovaclasse di tio-andoghi ha mogtrato posedere una
potenza citotossica molto pie elevata rispetto agli andoghi parentali, daun minimo di 2 ad
un massimo di 20 volte come nel caso dd TioSN38 vs SN38. Inoltre, abbiamo sviluppao
una procedura semi-sintetica generale in 3/5 passaggi ad alta resa, che utilizza una
protezione facilmente rimovibile in condizioni blande Tutti i tio-derivati sono stati testati
in pie linee tumorali (polmone ovaio e colon refrattario) e S sono modrati sempre pie
efficienti degli andoghi parentali.
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PARTE SPERIMENTALE

Tutte le reazioni sono eseguite in flusso di azoto anidro e in vetreria siccatain stufa. |
reagenti chimici sendbili all@midit™ sono stati maneggiati mediante |@tilizzo di siringhe
THF, tolueng xileneed etil etere sonodigtillati dasodio/benzofenone DMF e CH,CI, sono
invece, distillati daCaH,. Tutti gli altri solventi hanno purezza HPLC. | setacci molecolari
a4 sono preanidrificati prima del@so a 180 {C per 24 h. Tutti gli altri reattivi e solvent
sonoacquistati dalle varie compagnie e utilizzati senza unQlteriore purificazione

Tutte le reazioni sono agitate magndicamente e monitorate utilizzando la
cromatografia su strato sottile (TLC) usandoi fogli di gd di silice 60-F254 (E. Merck), e
visudizzate dalampadaa UV a 254 nm, brudate con soluzionedi permanganao o di acido
fofomolibdico. Le colonne cromatografiche sono state eseguite su Merck silice per flash
cromatografia (0.04-0.63 ! m, 240-400 mesh). Gli spettri NMR *H e *C sono registrati su
un 400 MHz Varian Gemini, e a meno che diversamente dichiarato tutti gli spettri sono
registrati in CDCl,; usando come linea di riferimento il segnde dd CHCI,. Tutti i chemical
shift sono dai in ppm (s=singoltto; d=doppktto; t=tripletto; dd=doppb doppktto
g=quatetto; dt=doppbo di tripletti, m=multipletto; br s=segnde ampio). Le codanti di
accoppiamento J sono dae in Hz. L@ssegnazione da segndi *H e *C sono confermati
guando « possibile da esperimenti omonudeari, eteronudeari 0 da disaccoppiamenti. Gli
speitri IR sonoregistrati su un Perkin Elmer FT-IR utilizzando NaCl come celle. Spettri di
spettroscopia di massa (MS) sono registrati su uno spettrometro a trappola ionica con un
potenziae di ionizzazionedi 70 eV. La CPT ei suoi andoghici sono stati forniti ddla ditta
IndenaS. p. A.

ATTENZIONE: LaCPT ei suoi andoghi sono sostanze tossiche, tutti gli esperimenti devono

essere eseguiti in cappe ben ventilate; guanti e occhiai protettivi devono

essere utilizzati tutte le volte.
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CAPITOLO 2

Procedura Generale per la Sintes da Coniugdi Tripartati 47, 35, e 48 ddla Camptotecina
1 conN-'Bocproliammine42, 43, e 45 rispettivamente.

Camptotecina 1 (1 eqg), * sogesa in 5 mL di piridina anidra, successivamente s
introdumno (4 eq) di N-'BOC-poliammine 42, 43, e 45. Lamisceladi reazionee scaldaa a
80;jC per 70 h; in seguito s evaporail solvente e s purificail grezzo di reazione mediante
flash cromatografia su silice e come miscela eluente s usa CH,CI,-MeOH (30:1). Si
ottengonorispettivamente con resa dd1@8%, 55%, e dd 10%i corrispondeanti 17-idrossi-
21-BOC ammidi. Quest@ltimi compodi (1 eg), vengonosciolti in 5 mL di piridinaanidra,
dopodche s aggiunge Ac,0O (20 eq). Si lascia reagire la miscela di reazione per 2 h a
temperatura ambiente e |@ccesso dei solventi « rimosso a pressione ridotta. 11 risultante
residuo ¢ purificato su silice pe flash cromatografia; come eluente s usa CH,Cl,-MeOH
(30:1). Si ottengonoi corrispondenti 17-O-acil-21-N-Boc-ammidi con resa quantitativa.
Quest@iltimi coniugai tripartati protetti (1 eq) sono sciolti in 8 mL di DCM anidro e
raffreddai a 0jC; successvamente s sgocciolano in 30 minuti (157 eq) di TFA. La
reazionee agitata per 60 h ad unatemperatura di 0-4iC. Il solvente » rimosso a pressione
ridotta, S ottengonoi corrispondenti tripartati 47, 35, e 48 come solidi gialli.

CF3COH

47.(88%); solido giallo; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds/D,0) " 858 (s, 1 H, Ar), 8.08 (d,
1H, J=8.4Hz Ar),801(d, 1 H, J=84Hz, Ar), 7.81(t, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.64(t, 1 H,
J=84Hz Ar), 753 (s, 1 H, Ar), 529 (d, 1 H, J= 112 Hz), 520 (d, 1 H, J= 112 Hz),
5.15(s, 2 H, H-5), 3.38 (m, 1 H), 3.22 (m, 1 H), 2.86 (bt, 2 H), 2.22 (m, 1 H), 2.13 (m, 1
H), 1.95(s, 3H), 0.87 (t, 3H, J= 7.8 Hz). *C NMR (100 MHz, DMSO-dg) %1741, 1710,
1613, 1562, 1534, 1486, 1449, 1323, 1311, 1307, 1297, 1292, 1287, 1283, 1239,
994,793, 594,510, 389,373, 324,214, 85.
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2 CF3CO,H

35. (55%); solido giallo; *H NMR (400 MHz, DMSO-ds/D,0) %8.63 (s, 1 H, Ar), 8.12 (d,
1H, J=84Hz Ar), 805(d, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.86-7.81(m, 1 H, Ar), 7.70-7.65 (m, 1
H, Ar), 750(s, 1 H, Ar), 5.29(d, 1 H, J = 112 Hz, H-17), 5.24 (d, 1 H, J = 112 Hz, H-17),
5.21 (s, 2 H, H-5), 3.20-3.00 (m, 2 H), 2.88-2.80 (m, 4 H), 2.80-2.72 (m, 2 H), 2.18-2.28
(m, 1 H), 2.06-2.18 (m, 1 H), 1.95 (s, 3 H), 1.76-1.66 (m, 2 H), 1.60-1.48 (m, 4 H), 0.88 (t,
3 H, J=7.8Hz). ®*C NMR (100 MHz, DMSO-dg) %1739, 1710, 1613, 1580 (g, CO.H i
TFA), 1565, 1534, 1487, 1449, 1323, 1311, 1306, 1297, 1292,1287, 1283, 1240,
995,794, 595,510, 468,453, 389,367, 323,265,248, 233,214, 8.6.

H
NH\/\/N\/\/\”/\/\NH2

3 CF3CO5H

48.(10%); solido giallo; *H NMR (400MHz, CD3OD) %8.65 (s, 1 H, Ar), 8.18(d, 1 H, J =
8.4 Hz, Ar), 8.07(d, 1H, J=8.4Hz Ar), 7.88(t, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.83(s, 1 H, H-14),
7.72(t, 1H, J=84Hz, Ar), 546 (d, 1 H, J= 112 Hz, H-17), 5.40(d, 1 H, J= 112 Hz, H-
17), 5.33(s, 2 H, H-5), 3.18-3.00 (m, 12 H), 2.48-2.40 (m, 1 H, H-19), 2.342.26 (m, 1 H,
H-19), 2.12-2.08 (m, 4 H), 2.06 (s, 3 H), 1.90-1.76 (m, 4 H), 1.06 (t, 3 H, J = 7.6 Hz). °C
NMR (100 MHz, CDsOD) %1764, 1732, 1633, 1585, 1538, 1497, 1462, 1334, 1320,
1310, 1300, 1298, 1297, 1291, 1255, 1022, 800, 605, 518, 467, 463, 459, 378,
371,368, 332,277, 27.5, 254, 243,224, 8.3.
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17-Acetilcamptotecina-21-benzil amide (50)

Camptotecinal (350mg, 1.01 mmol), « sogpesain 2.5 mL di benzil amminaanidra. La
miscela di reazionee scaldata a45-50iC pe 2.5 h poi il solvente viene rimosso a pressione
ridota. Si addizionaacquae la fase acquosa * estratta con CH,CI, (15mL x 3). Le fas
organiche vengonoanidrificate su Na,SO,, filtrate e concentrate in vuoto. Si ottengono(440
mg, 96%) di 17-idrossi-21-benzil amide come solido giallo. Il grezzo di reazione non
necessit” di ulteriore purificazione

La 17-idrossi-21-benzil ammide (440 mg, 0.97 mmol), ¢ scioltain 10 mL di piridina
anidra, successivamente s addizionano (1.8 mL, 194 mmol) di Ac,0O. Lareaziones agitata
atemperatura ambiente e controllata mediante TLC [CH,Cl,-MeOH (30:1)] fino a completa
scomparsa dd materiale di partenza (2.5 h). 1l solvente e |@ccesso di reagente sono rimoss
apressioneridotta poi s aggiungeacqug le fas acquos sonoestratte con CH,Cl, (20mL x
3). Le fas organiche sono ulteriormente lavate con una soluzione a 5% di HCI e poi
anidrificate su Na,SO,, filtrate e concentrate sotto vuoto. Si ottiene 50 come solido giallo
pdlido (480 mg, &100%. 'H NMR (400 MHz, CDCl3) %8.19 (s, 1 H, Ar), 8.11 (d, 1 H,
J=8.4Hz, Ar), 7.74(t, 1 H, J=8.4 Hz, Ar), 7.69(d, 1 H, J=8.4 Hz, Ar), 7.63(s, 1 H, H-14),
751(t, 1H, J=8.4 Hz, Ar), 7.357.20(m, 5H, Ar), 556 (d, 1 H, J=120 Hz), 544 (d, 1 H,
J=120Hz), 5.19(d, 1 H, J=16.4 Hz), 5.13(d, 1 H, J=16 4 Hz), 5.13 (s, 1 H, OH), 4.53(dd,
1H, =148 Hz, J;=6.4 Hz), 439 (dd, 1 H, ;=148 Hz, J;=6.4 Hz), 2.56-2.46 (m, 1 H, H-
19), 2.38-2.28 (m, 1 H, H-19), 2.04 (s, 3 H), 1.08(t, 3 H, J=7.6 HZ). **C NMR (100 MHz,
CDCl3) %1721, 1711, 1615, 1570,1513, 1480, 1441, 137.7,1305, 1301, 1289, 1286,
1285, 1280, 1278, 1277, 1275, 1272, 1249, 1007, 785, 58.7, 50.3, 435, 331, 209,
7.9.
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17-Acetilcamptotecina-21-benzil estere (52)

17-Acetilcamptotecina21-benzil amide 50 (480 mg, 0.97 mmol) ¢ sciolta in una
miscela 2:1 di Ac,O (12mL) e AcOH (6mL), s raffreddala miscela di reazionea 0jC e
successivamente s addiziona NaNO, granulare (1.34g, 19.4mmol) in piccole porzioni
ndl@rco di 2 h. Si nota formazionedi gas marrone; lareaziones tenutaa 0iC per dtre2 h
e poi scaldaa a temperatura ambiente e lasciata reagire per atre 24 h. Si blocca lareazione
rovesciandola in unamiscela acqudghiaccio ed estratta con CH,Cl, (3 x 20 mL). La fase
organica« ulteriormente lavata con unamiscela al 5% di Na,CO, e H,0O, poi anidrificata su
Na,SO, L@vaporazione dd solvente offre 51 come solido gidlo, il qude
immediatamente disciolto in 1,4-diossano anidro (16 mL) eriflussato per 5 h. Lamisceladi
reazionee raffreddéa a temperatura ambiente e il solvente eliminao a pressoneridotta; il
grezzo di reazionee sufficientemente pulito per proseguire; s ottiene 52 (483 mg, &100%)
come solido giallo. Comungueun campioneanditico di 52 « stato ulteriormente purificato
mediante flash cromatografia su silice CH,Cl,-MeOH (30:1). 52 'H NMR (400 MHz,
CDCl,) %8.33(s, 1 H, Ar), 8.20(d, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.89(d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 7.80
(t, 1H,J=84Hz Ar), 7.63(t, 1H, J= 84 Hz, Ar), 7.52(s, 1 H, H-14), 7.33-7.24 (m, 5 H,
Ar), 550(d, 1 H, J=116 Hz), 547(d, 1 H, J=11.6 HZ), 529(d, 1 H, J = 120 HZ), 5.23
(s, 2H),5.16(d, 1 H, J= 120 Hz), 432 (s, 1 H, OH), 2.41-2.24 (m, 2 H, H-19), 2.03 (s, 3
H), 0.95 (t, 3 H, J = 7.6 Hz). **C NMR (100 MHz, CDCl3) %1735, 1710, 1614, 1534,
1525, 1487, 1447, 1347, 1310, 1305, 1295, 1288, 1286, 1286, 1283, 1281, 1281,
1278,1249, 998,794, 682,58.7,50.2,322, 209, 7.6.
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Acido 17-Acetil-camptotecinico (49)

/=o

17-Acetil-21-benzl estere 52 (226 mg, 0.45 mmol) « disciolto in unamiscela di THF-
EtOH (1:1). 10% Pd/C anidro (48 mg) « aggiunto molto attentamente; |®@ssigeno disciolto
rimosso sotto vuoto. Si effettuano un pao di cicli vuoto/H, e lamiscela di reaziones agitata
per 10 h a temperatura ambiente. |l catalizzatore ¢ rimosso mediante filtrazione su uno
strato di Celite mentreil filtrato « concentrato sotto vuoto. Il grezzo di reazionee purificato
su silice per flash cromatografia CH,Cl,-MeOH (gradiente di eluizione 20:1, 10:1). S
ottiene 49 come solido giallo pdlido.*H NMR (400 MHz, DMSO-ds) %8.64 (s, 1 H, Ar),
8.18(d,1H,J=8.4Hz Ar),808(d, 1H, J=84Hz Ar), 7.857.81(m, 2 H, Ar), 7.68(t,
1H,J=84Hz Ar),590(s, 1 H, OH), 5.61(d, 1 H, J= 104 Hz), 539 (d, 1 H, J = 104
Hz), 5.20(s, 2 H), 1.98-1.82(m, 5 H, H-19+ Me), 0.82(t, 3H, J = 7.6 Hz). *C NMR (100
MHz, DMSO-ds) %1710, 1618, 1600, 1539, 148.7, 1435, 1320, 1309, 1306, 1297,
129.1,1285, 1281, 1236, 1013, 806, 60.2,506, 338, 215, 9.6.

Procedura generale pe |la preparazionedi coniugati tripartati 53, 48, 54 ddla reazionedi
addizionedi 49 alle N-'Boc poliammine 44, 45 e 46 rispettivamente.

L&cido 17-O-acetil camptotecinico 49 « stiolto in 2 mL di DMF anidra,
successivamente s addizionano le poliammine 44, 45e 46 (2 eq) e Et;N (3 eq). Lamiscela
di reazione ¢ raffreddaa a 0jC e 1-[3-(dimethilammino)propil]-3-etilcarbodimmide
cloridrato (EDCI'HCI, 2.2 eq), N-idrossibenzotriazolo (HOBt, 2.1 eq) sono aggiunti, S
lascia reagire a questa temperatura pe 2 h poi s scada a 20jC e s lascia reagire per
ulteriori 40-50 h. il solvente viene rimosso a pressione ridotta e il grezzo di reazione ¢
purificato su silice per flash cromatografia CH,Cl -MeOH (gradiente di eluizione40:1, 30:1
and 15:1). Si ottengonol corrispondenti 17-O-acetil-21-N-tBoc ammidi in 62%, 50% e
27% di resa complessiva. Quest@itimi coniugai tripartati protetti (1 eq) sono sciolti in 8
mL di DCM anidro e raffreddai a 0jC; successivamente s sgoaciolanoin 30 minuti (15.7
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eq) di TFA. La reazione * agitata pe 60 h ad unatemperatura di 0-4jC. Il solvente
rimosso a pressioneridotta, S ottengonoi corrispondenti tripartati 53, 48 e 54 come solidi
gidli.

48. (50%); solido gialo pdlido (Spettro descritto sopra).

2 CF3CO,H

53. (62%); solido giallo palido; '"H NMR (400 MHz, CD,0D) %859 (s, 1 H, Ar), 8.13 (d,
1H,J=84Hz Ar),802(d, 1H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.83(t, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.78(s, 1
H, H-14), 7.68(t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 546 (d, 1H, J = 112 Hz, H-17), 539 (d, 1 H, J =
112 Hz, H-17), 5.25(s, 2 H, H-5), 3.10-2.90 (M, 8 H), 2.54-2.44 (m, 1 H, H-19), 2.33-2.24
(m, 1 H, H-19), 2.06 (s, 3 H), 1.82-1.66 (m, 8 H), 1.07 (t, 3 H, J = 7.6 HZ). *C NMR (100
MHz, CD,OD) %1745, 1721, 1622, 1576, 1525, 1484, 1448, 1321, 1307, 1297,
1287, 1286, 1285, 1279, 1245, 1011, 787,593, 505, 47.3, 469, 388, 384, 32.1, 263,
244,235,231,214, 7.1.

5 CF3CO,H

54. (27%); solido giallo pdlido; *H NMR (400 MHz, CDs0D) %8.60 (s, 1 H, Ar), 8.14 (d,
1H,J=84Hz Ar),803(d,1H,J=84Hz Ar), 785(, 1 H, J=8.4 Hz, Ar), 7.80 (s, 1
H, H-14), 7.69 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 546 (d, 1 H, J = 112 Hz, H-17), 5.40(d, 1 H, J =
112 Hz, H-17), 527 (s, 2 H, H-5), 3.18-3.00 (m, 20 H), 2.48-2.40 (m, 1 H, H-19), 2.34
226 (m, 1 H, H-19), 2.18-2.07 (m, 8 H), 2.06 (s, 3H), 1.90-1.76 (m, 4 H), 1.06 (t, 3H, J =
7.6 Hz). 13CNMR (100MHz, CD3s0D) %1764,1732, 1634, 1584, 1537, 1496, 1461,
1333,1319, 1310, 1309, 1299, 1298, 1297, 129.1, 1255, 1022, 800, 60.4,51.7, 482,
468,464, 459,458, 45.8,37.8,37.1,333, 309,277,275, 253,241(2C), 210, 8.3.
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CAPITOLO 3

20(S)-OTES-Camptotecina (59)

La camptotecina 1 (100 mg, 0.29 mmol), « sogpesa in 3 mL di DMF anidra,
successivamente s addiziona imidazolo (98 mg, 1.44 mmol). Dopo 10 min s introduce
trietilsilil cloruro (0.19 mL, 1.15 mmol) seguita ddl®ggiunta di DMAP (40 mg, 0.29
mmol). La reazione  agitata a temperatura ambiente fino a completa scomparsa del
materiadle di partenza evidenZata da andiss TLC (CH,Cl,-MeOH:30-1). L@ccesso di
solvente ¢ rimosso a pressioneridotta, poi S aggiungeacquae le fas acquose sono estratte
con CH,Cl, (20 mL x 3); le fas organiche sono poi anidrificate su Na,SO,, filtrate e
conaentrate sotto vuot. Il risultante solido ¢ purificato su silice per flash cromatografia
(CH,Cl,-MeOH:30-1). Si ottengono 130 mg, (98%) di 59 come solido gialo pdlido. *H
NMR (CDCls, 400MHz) " 8.37(s, 1 H, Ar, H-7), 8.25(d, 1 H, J= 84 Hz, Ar), 7.92(d, 1
H, J=8.0Hz Ar), 7.82(t, 1 H, J=8.0Hz, Ar), 7.65(t, L H, J=8.4 Hz, Ar), 7.57(s, 1 H,
H-14), 5.67(d, 1 H, J = 164 Hz, H-17), 529 (s, 2 H, H-5), 5.25(d, 1 H, J = 164 Hz, H-
17), 2.00-1.84 (m, 2 H, H-19), 1.03-0.93 (m, 12 H), 0.80-0.71 (m, 6 H). *C NMR (CDCl5,
100 MHz) " 1717, 1576, 1525, 1515, 1490, 1459, 1309, 1304, 1300, 1284, 1281,
1280, 1279, 1189, 944, 753, 66.0, 500, 332, 7.9, 7.2, 64. MS (70&/): m/z. (rel.
intengit™), 433[M™-29] (89), 390 [M*-72] (100. HRMS mVz calc: CpysH3oN04Si 462197,
nvztrovao: 462193.

METODO A: Procedura generale per I@ddizione eettrofilica a 20-(S)-OTES-CPT (59).
20(S-OTES-CPT (59) (1 eg.) * scioltain 6 mL di THF anidro, lamiscela « raffreddaa
a-78 iC, s aggiungono(1.2 eq.) di LIHMDS (1.0 M in THF). La reazione * agitata a
questa temperatura per 30 min, poi s sgocciola unasoluzioneddl@ettrofilo (1.3 eg.) in 2
mL di THF. La miscela di reazione« agitata a -78 jC per 2 h, poi scaldaa a temperatura
ambiente e fatta reagire per successive 2 h. Lareazionee trattata con NH,Cl ed estratta con
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CH,CI,, le fas organiche sono anidrificate su Na,SO,, filtrate e concentrate a pressione

ridotta. |1 grezzo di reazionee purificato mediante silice per flash cromatografia

MEeToDO B: Procedura generale per I@ddizione elettrofilica a 20-(S)-OTES-CPT (59).

20(S-OTES-CPT (59) (1 eq.) * scioltain 4 mL di DMF anidra, lamiscela« raffreddaa
a0iC, s addiziona'BuOK (1.3 eg.). Lasoluziones agitata a quetatemperaturaper 5 min,
s sgowiola una soluzione ddl®@iettrofilo (5.0 eq.) in 0.5 mL di DMF. La miscela di
reazionee agitataa 0 jC per 5 min poi scadaa a temperatura ambiente per successivi 30
min. Lareazione« diluita con H,O (15 mL) ed edratta con EtOAc; le fas organiche sono
anidrificate su Na,SO,, filtrate e concentrate a pressione ridotta. Il grezzo di reazione ¢
purificato mediante silice pe flash cromatografia

20(S)-OTES-5-Metil-Camptotecina (60).

MetodoB: Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia (n-Esano-
EtOAc:1-3). Si ottiene 60, come unamiscelainseparabile di epimeri in rappotto 1:1 (solido
gidlo pdlido, 40%). *"H NMR (CDCls) %8.25 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 825 (s, 1 H, Ar),
792(d,1H,J=84Hz Ar), 781 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 764 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
754 (s, 0.5 H, Ar), 7.52 (s, 0.5 H, Ar), 5.74 (m, 1 H, H-5), 5.66 (d, 0.5 H, J = 168 Hz),
5.63(d, 0.5 H, J= 168 Hz), 5.24(d, 0.5 H, J = 168 Hz), 5.22(d, 0.5 H, J = 16 8 HZ), 1.98-
1.84 (m, 5 H, H-19 + Me), 1.04-0.96 (m, 12 H), 0.82-0.74 (m, 6 H). *C NMR (CDCls) %
1719, 1581, 1517, 1512, 1493, 1454, 1347, 1303, 1301, (1300-1300), 1283, 1281,
1278, 1199, (98.1-98.0), 753, (662-660), (59.2-59.1), (33.2-33.2), (189-185), (7.9-7.9),
7.2,6.5. HRMS nm/z calc: Cy7H3N204SI 476213 myztrovato: 476.209.
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20(S)-OH-5-(tert-Butil-(3-1drossipropil)dimetil slano)-Camptotecina (61).

Metodo B: Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano-
EtOAc (gradiente di eluizione 1-3 poi 1-1). Si ottiene 61, come unamiscela inseparabile di
epimeri in rappotto 1:1 (solido giallo pdlido, 41%). *H NMR (CDCls) %8.29 (s, 1 H, Ar),
8.22(d, 1H, J=84Hz Ar), 7.91(d, 1 H, J= 84 Hz, Ar), 7.82 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
765(t, 1H, J=8.4Hz, Ar), 763 (s, 05 H, Ar), 761 (s, 05 H, Ar), 586 (dd,05H, J; =
6.0 Hz, J, = 2.8 Hz, H-5), 5.82 (dd, 0.5 H, J; = 6.0 Hz, J, = 2.8 Hz, H-5), 5.72(d, 05 H, J
=164 Hz, H-17), 5.70(d, 05 H, J = 164 Hz, H-17), 5.29 (d, 05 H, J = 16.4 Hz, H-17),
527(d,05H, J=164 Hz, H-17), 3.75(s, 1 H, OH), 355-3.49 (m, 2 H), 2.68-2.58 (m, 1
H), 252-2.44 (m, 1 H), 1.98-1.74(m, 2 H, H-19), 1.25-1.10(m, 2 H), 1.05(t, 1L.5H,J=7.6
Hz, Me), 1.04 (t, 1.5 H, J = 7.6 Hz, Me), 0.82 (s, 9 H), -0.03 (s, 3 H), -0.07 (s, 3 H). *C
NMR (CDCl3) %(1740-1739), 157.9, 152.1, (149.8-1498), 1492, (1465-1465), (1330-
1330), 1305 (2C), 1298, 1282, 1279, 1194, (97.6-976), (72.7-727), (66.5-66 4), 62.8,
(624-623), 316, (27.6-27.1), (26.3-26.1), 25.9, 18.2, (7.9-7.8), ((-5.4)-(-5.4)). HRMS nv/z
calc: CyH3zsN20sSI 520239 myztrovao: 520231

20(S)-OTES-5-OH-Camptotecina (64).

Metodo A: 1l grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano-
EtOAc (gradiente di eluizione 1-3 poi 2-7). Si ottiene 64, come unamiscela inseparabile di
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epimeri in rappato 1:1 (solido giallo pdlido, 97%). *H NMR (CDCls, 400 MHz) %8.48
(s,05' ,(r, H-7),847(s 05H, Ar, H-7),825(d, 1 H, J= 88 Hz Ar), 7.96 (d, L H, J =
88 Hz, Ar), 7.85(t, 1 H, J=88Hz Ar), 767 (t, 1L H, J = 88 Hz, Ar), 749(s, 05 H, H-
14), 748 (s, 05 H, H-14), 7.09(d, 0.5 H, J = 2.8 Hz, H-5), 7.05 (d, 0.5, J = 2.8 Hz, H-5),
563(d,05H,J=16.8Hz, H-17),5.62(d,05H, J =168 Hz, H-17), 555 (bs 0.5 H, OH),
551 (bs 0.5H, OH), 5.23(d, 0.5 H, J= 168 Hz, H-17), 5.21 (d, 0.5 H, J = 16 8 Hz, H-17),
1.94-1.86 (m, 2 H, H-19), 0.980.92 (m, 12 H), 0.78-0.72 (m, 6 H). HRMS m/z calc:
Co6H30N205Si 478192, nVz trovao: 478187.

20(S)-OTES-5-F-Camptotecina (66).

Metodo A: Il grezzo di reazionee purificato su silice pe flash cromatografia n-Esano-
EtOAc (gradiente di eluizione 3-1, 2-1 e 1-1). S sepaano i diastereoisomeri 66a, e 66b
come solidi giallo pdlido (resa globde 97%y).

66a: 'H NMR (CDCls, 400 MHz) %852 (s, 1' ,(r, H-7), 8.25(d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
796 (d, 1 H, J=84Hz, Ar), 787 (t, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.69(t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
747 (d, 1 H, Y4 = 612 Hz, H-5), 7.45 (s, 1 H, H-14), 5.62 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17),
5.22(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 2.02-1.84 (m, 2 H, H-19), 1.03-0.93 (m, 12 H), 0.80-0.71
(m, 6 H). °C NMR (CDCls, 100 MHz) %1714, 1575, 1523, 1512, 1503, 1436, 1337,
1317, 1302, 1289, 1284, 1279, 1263, 1218, 98.9, 938 (d, *Jcr = 2132 Hz, C-5), 751,
657,331, 7.8,7.2, 6.4. HRMS m/z calc: CoeH20FN,0,Si 480188, m/z trovato: 480195

66b: 'H NMR (CDCls, 400 MHZ) %851 ($ 1 #, #a# H-7), 8.25 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
796 (d, 1 H, J =84 Hz, Ar), 787 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 768 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
751 (d, 1 H, “Jue = 608 Hz, H-5), 7.42 (s, 1 H, H-14), 5.62(d, 1 H, J = 172 Hz, H-17),
5.20(d, 1 H, J = 172 Hz, H-17), 2.02-1.82 (m, 2 H, H-19), 1.04-0.93 (m, 12 H), 0.80-0.71
(m, 6 H). °C NMR (CDCls, 100 MHz) %712, 1578, 1525, 1512, 1503, 1437, 1337,
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1317, 1302, 1289, 1283, 1279, 1263, 1218, 99.0, 938 (d, *Jcr = 2148 Hz, C-5), 750,
658,333,7.9,7.1, 6.4. HRMS m/z calc: CysH29FN2O4S 480188, m/z trovato: 480192

20(S)-OTES-5-DBAC-Camptotecina (70).

BnOzC\
N—-NHCO,Bn

Metodo A: Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia n-Esano-
EtOAc (gradiente di eluizione 4-1, 7-2). Si separano i diastereoisomeri 70a e 70b come
solidi gialo pdlido (resa globde 98%).

70a:*H NMR (CDCls, 400MHz) %8.70 (brs, 1" , ( 1), 839 (br s1H, Ar), 8.22 (br d, 1 H,
J=76Hz Ar), 7.95(brd,1H,J=7.6Hz Ar), 7.83 (brt, 1 H, J = 7.6 Hz, Ar), 7.65 (brt,
1H,J=76Hz Ar), 7.647.00(m, 11H, Ar + H-14), 6.49 (br s, 1 H, H-5), 557 (d, 1 H, J
=16.4 Hz, H-17), 5.47-4.44 (m, 5 H), 1.981.82 (m, 2 H, H-19), 1.02-0.89 (m, 12 H), 0.80-
0.70 (m, 6 H). *C NMR (CDCls, 100 MHz) %1716, 1580, 1563, 1563, 1530, 1522,
1510, 14986, 1448, 1353, 1321, 1306, 1300, 128.6-1278 (11 C), 1199, 984, 795, 752,
684, 679, 656, 330, 7.9, 7.2, 6.4. HRMS mVz calc: CspHa4N4OgSi 760293 mvz trovato:
760289.

70b: 'H NMR (CDCl3, 400MHz) %8.85(brs, 1" , ( 1), 858 (brs1H, Ar), 8.20 (brs, 1 H,
Ar), 793 (br s, Ar), 781 (brt, 1 H, J=7.6 Hz, Ar), 7.63 (brt, 1 H, J = 7.6 Hz, Ar), 7.56-
6.90 (m, 11 H, Ar + H-14), 652 (br s, 1 H, H-5), 555(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 544
471 (m, 5 H), 1.981.80 (m, 2 H, H-19), 1.05-0.90 (m, 12 H), 0.81-0.70 (m, 6 H). ©*C
NMR (CDCl3, 100 MHZz) %1715, 1579, 1564, 1564, 1529, 1524, 1509, 1494, 1448,
1353, 1321, 1306, 1299, 1286-127.8 (11 C), 1199, 985, 79.3, 75.2, 684, 678, 656,
329,78, 7.2,6.4 HRMS m/z calc: CyoHasN4OsSi 760293, m/z trovato: 760297.
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20(S)-OTES-5-DTBAC-Camptotecina (71).

'BuO,C,
N-NHCO,'Bu

Metodo A: Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia n-Esano-
EtOAc: 3-1. Si sepaano i diastereoisomeri 71a e 71b come solidi gialo pdlido (resa
globde 97%).

71a *H NMR (CDCls, 400MHz) %8.80 (brs, 1" , ( r), 8.23(d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 8.01
(brd, 1 H, Ar), 7.90-7.71(m, 2 H, Ar), 7.70-7.45(m, 2 H, Ar + H-14), 652 (br s, 1 H, H-
5),5.61(d, 1 H, J= 168 Hz, H-17), 5.23(d, 1 H, J= 16 8 Hz, H-17), 2.03-1.81(m, 2 H, H-
19), 1.79-1.08 (br s, 18 H), 1.06-0.92 (m, 12 H), 0.80-0.70 (m, 6 H). *C NMR (CDCls, 100
MHz) %1717, 1578, 1555, 1555, 1520, 1520, 1512, 1494, 1450, 1321, 1306, 1300,
1287,1284, 1279, 1199, 982,827,815, 797, 752, 657, 332, 283, 276, 7.7, 7.2, 6 4.
HRMS mvz calc: CagHusN4OsSi 692324, m/z trovato: 692319

71b: *H NMR (CDCl3, 400MHz) %8.79 (brs, 1" , ( r), 8.23(d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 8.01
(brd, 1H, Ar), 7.857.76 (m, 2 H, Ar), 7.65(brt, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 752 (s, 1 H, H-14),
6.54 (brs, 1 H, H-5), 561 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 522 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17),
2.03-1.82(m, 2 H, H-19), 1.76-1.08 (br s, 18 H), 1.04-0.92 (m, 12 H), 0.80-0.70 (m, 6 H).
3C NMR (CDCls, 100 MHz) %1715, 1579, 1555, 1555, 1523, 1520, 1512, 1494,
1451, 1321, 1306, 1300, 1287, 1284, 1279, 1199, 98.2, 829, 815, 796, 752, 658,
333, 283, 274, 7.8, 7.2, 6.4 HRMS mVz cals: CaHusN4OsSi 692324, mVz trovao:
692317.
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20(S)-OTES-5-Azido-Camptotecina (74).

Metodo A: Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia n-Esano-
EtOAc: (gradiente di eluizione 3-1, 2-1 e 1-1). S sepaano i diastereoisomeri 74a e 74b
come solidi giallo pdlido (resa globde 97%).

74a *H NMR (CDCls, 400 MHz) %845 (s, 1" , (r, H-7), 825 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
795(d,1H,J=84Hz Ar), 786 (t, 1 H, J=8.4 Hz, Ar), 768 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
749(s, 1 H, H-14), 6.97 (s, 1 H, H-5), 5.65(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 526 (d, 1 H, J =
168 Hz, H-17), 2.01-1.84 (m, 2 H, H-19), 1.030.94 (m, 12 H), 0.80-0.71 (m, 6 H). *C
NMR (CDCl3, 100 MHZz) %1716, 1583, 1522, 1508, 1500, 1440, 1329, 1314, 1301,
1286, 1283, 1282, 1281, 1208, 98.7, 754, 752, 65.7, 331, 7.9, 7.2, 6.4. . HRMS nvz
calc: CaH2oNs504SI 503199, vz trovato: 503191

74b: 'H NMR (CDCl3, 400 MHZz) %8.45 (s, 1' , ( r, H-7), 8.24 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
795(d,1H,J=84Hz Ar), 786 (t, 1 H, J=8.4 Hz, Ar), 768 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
746 (s, 1 H, H-14), 6.99 (s, 1 H, H-5), 5.66 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 522 (d, 1 H, J =
168 Hz, H-17), 2.02-1.84 (m, 2 H, H-19), 1.030.94 (m, 12 H), 0.80-0.71 (m, 6 H). *C
NMR (CDCl3, 100 MHZz) %1714, 1584, 1523, 1509, 1500, 1440, 1329, 1314, 1301,
1286, 1283, 1282, 1281, 1208, 987, 75.3, 751, 658, 333, 7.9, 7.2, 6.4. HRMS nvz
calc: CaH2aNs504SI 503199, vz trovato: 503192
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4 5-diidro-triazolo[5,4-c] 16adeossicamptotecina trifluoroacetato (77).

A unasoluzionedi 20(9-OTES-5-DTBAC-CPT (71) (225mg, 0.32 mmol) sciolti in 8
mL di diclorogano anidro s addizionano (0.9 mL, 117 mmol) di TFA. La reazione ¢
agitata a temperatura ambiente per 20 h, e poi riflussata per 4 h. L&ccesso de solventi
rimosso a pressione ridotta e il resduo solido purificato mediante silice pe flash
cromatografia CH,Cl,-MeOH: (30-1). Il prodoto ottenuto ¢ ulteriormente purificato dauna
secondacromatografia Toluene-AcOEt: (1-1). Si ottiene 77 come solido gialo pdlido (84
mg, 55%). 'H NMR (CDCls, 400 MHZz) %1061 (br s,05" ,) *NH=C'), 1039 (br
s, 05" ,) *NH=C"), 867 (s, 1 H, Ar, H-7), 822-8.15 (m, 1 H, Ar), 7.96-7.92 (m, 1 H,
Ar), 7.88-7.78 (m, 1 H, Ar), 7.69-7.60 (m, 2 H, Ar), 6.38-6.36 (m, 1 H, Ar, H-5), 5.72-5.62
(m, 1 H, Ar, H-17), 5.32-5.20 (m, 2 H, Ar, H-17 + N°H), 4.08-3.86 (br s, 1 H, OH), 1.96-
1.74 (m, 2 H, H-19), 1.05-0.98 (t, 3 H, J = 7.6 Hz, Me). *C NMR (CDCl3, 100 MHz)
%1734 (0.5C), 1738 (05C), 1591, 1590, 1567 (q CFsCOOH), 1565 (q CFsCOOH)
1515, 1513, 1507, 1505, 1501, 1499, 1448, 1447, 1340, 1338, 1316, 1315, 1299,
1298,1287,1287,1284, 1284,1282, 1282, 1271, 1269, 1205,1203, 99.1(2 C), 789,
786,727,727,660(2C), 317 (2 C), 7.7, 7.7. HRMS mVz calc: CxH17FsN4Os 474115,
m/z trovao: 474.109.

Triazolo[5,4-c]16a-deosscamptotecina (78).

DDQ (25 mg, 0.110 mmol)  aggiunto a unasoluzione di 77 (20 mg, 0.042 mmol)
sciolto in 4 mL di THF anidro. Lamisceladi reazionee scaldaaa60 jC elasciatareagire a
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questa temperatura per 3 h. Il solvente ¢ rimosso a pressioneridotta. Al resduo solido s
aggiungeacquace le fas acquose sono estratte con CH,Cl, (15 mL x 3), anidrificate su
NaSO,, filtrate e concentrate a pressioneridotta. Il grezzo di reazionee purificato su silice
per flash cromatografia n-Esano-AcOEt: (1-1). S ottiene 78 (14 mg, 94%) come solido
gidlo pdlido. '"H NMR (CDCls, 400 MHZ) %8.89 (s, 1" ,(r, H-7), 820(d, 1 H, J = 84
Hz, Ar), 8.00(d, 1 H, J=8.4Hz, Ar), 7.88(t, 1 H, J=84 Hz, Ar), 7.79(s, 1 H, Ar H-14),
769(t,1H,J=84Hz Ar),570(d,1H,J=172Hz H-17),5.28(d, 1 H, J= 172 Hz, H-
17), 3.83(br s, 1 H, OH), 2.00-1.74 (m, 2 H, H-19), 1.08 (t, 3H, J = 7.6 Hz, Me). *C NMR
(CDCl3, 100MHZz) %1726, 1574, 1525, 1508, 1489, 1437, 1349, 1325, 1324, 1300,
1295,1287,1275,1226,1214,1012,724,66.0,316, 7.7. HRMS nvVz calc: CyoH14N4O3
358.107,m/ztrovao: 358101

Procedura generale per la deprotezione del Sililetere.

Ad una soluzione di 20(9-OTES-CPT-5-Derivati (1 eg.) in THF anidro (5 mL),
Ets3HF (7.5 eg.) » aggiunto alla miscela di reazione Lareazionee« agitata a temperatura
ambiente, e monitorata attraverso andisi TLC, fino alla completa scomparsa dd materiale
di patenza (3540 h). Il solvente « rimosso a pressioneridota e il residuo * purificato
attraverso silice per flash cromatografia

20(S)-OH-5-Metil-Camptotecina (62).

La reazione di 60 con Et33HF genera dopo purificazione su slice pe flash
cromatografia (n-Esano-AcOEt, 1:3), 62 con resa dd 98% come solido gialo pdlido. *H
NMR (CDCl3) %8.25 (s, 1 H, Ar), 824 (d, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 7.92(d, 1 H, J = 84 Hz,
Ar), 7.82(t, 1 H, J= 84 Hz, Ar), 7.65(t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 7.63(s, 1 H, Ar), 5.80-5.70
(m, 2 H, H-5 + H-17), 5.30 (d, 0.5 H, J = 164 Hz, H-17), 528 (d, 0.5 H, J = 164 Hz, H-
17), 1.98-1.84 (m, 5 H, H-19+ Me), 1.06 (t, 1.5 H, J= 7.6 Hz, Me), 1.05(t, 1L.5H, J=7.6
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Hz, Me).

20(S)-OH-5-(3-Idrossipropil)-Camptotecina (63).

La reazione di 61 con Et33HF genera dopo purificazione su slice pe flash
cromatografia (CH.Cl,-MeOH, 30:1), 63 con resa dd 98% come solido giallo pdlido. *H
NMR (CDCls) %8.31 (s, 1 H, Ar), 8.22(d, 1 H, J=84 Hz, Ar), 7.92(d, 1 H, J = 84 Hz,
Ar), 7.82(t, 1 H, J=84Hz, Ar), 7.66 (t, L H, J= 84 Hz, Ar), 7.65(s, 0.5 H, Ar), 7.63 (s,
05H, Ar), 588(dd,05H, J, = 6.4 Hz, J, = 2.8 Hz, H-5), 5.82 (bt, 0.5 H, J = 4.8 Hz, H-5),
5.71(d,05H, =160 Hz, H-17), 5.70(d, 0.5 H, J = 160 Hz, H-17), 529 (d, 0.5 H, J =
160 Hz, H-17), 5.27 (d, 0.5 H, J = 16.0 Hz, H-17), 3.76 (s, 1 H, OH), 3.71-3.48 (m, 2 H),
2.682.48(m, 2H), 1.981.74(m, 2 H, H-19), 1.48-1.30(m, 2 H), 1.06 (t, 1.5 H, J = 7.6 Hz,
Me), 1.04(t, 1.5 H, J= 7.6 Hz, Me). *C NMR (CDCl3) %1739, 1580, 1501, 1492, 1488,
1464, 1332, 1306, 1303, 1298, (1283-1282), 1280, 1194, 979, (727-727), (66 4-
66.3), 624, 620,316, (279-274), (265-263), (7.9-7.8).

20(S)-OH-5-OH-Camptotecina (65).

La reazione di 64 con Et;3HF genera dopo purficazione su slice pe flash
cromatografia (CH,Cl,-MeOH, 30:1), 65 con resa dd 98% come solido giallo pdlido. *H
NMR *C NMR sonogi” riportati in letteratura (vedi ref. 67).
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20(S)-OH-5-F-Camptotecina (67a 67h).

La reazione di 66a (66b) con Et33HF genera dopo purificazione su silice pe flash
cromatografia (n-Esano-AcOEt, 1:1), 67a (67b) con resa dd 97% come solido giallo
pdlido.

67a ‘H NMR (CDCls, 400 MHz) %852 (s, 1' , (1, H-7), 825 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
796 (d, 1 H, J =84 Hz, Ar), 787 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 769 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
759 (s, 1 H, H-14), 7.46 (d, 1 H, *Jue = 612 Hz, H-5), 569 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17),
526 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 3.87 (br s, 1 H, OH), 2.01-1.81 (m, 2 H, H-19), 1.05(t, 3
H, J = 7.6 Hz, Me). *C NMR (CDCls, 100 MHz) %1735, 1576, 1511, 1510, 1502,
1441, 1339, 1319, 1300, 1290, 1285, 1278, 1264, 1217, 988, 938 (d, *Jcr = 2140
Hz, C-5), 725, 66.0, 315, 7.8. HRMS miz calc: CpoHisFN.Os 366102 mvz trovao:
366.1009.

67b: 'H NMR (CDCls, 400 MHZz) %852 (s, 1' ,( r, H-7), 8.24 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
796(d, 1H, J=84Hz Ar), 7.88(t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 7.69 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
756 (s, 1 H, H-14), 751 (d, 1 H, 134 = 604 Hz, H-5), 569 (d, 1 H, J =164 Hz, H-17),
525(d,1H, J =164 Hz, H-17), 3.87 (br s, 1 H, OH), 1.98-1.78 (m, 2 H, H-19), 1.04 (t, 3
H, J = 7.6 Hz, Me). 3C NMR (CDCl3, 100 MHZ) %1733, 157.7, 1512, 1512, 1502,
1442, 1338, 1319, 1300, 1290, 1285, 1278, 1264, 1216, 989, 93.7 (d, Yee = 2140
Hz, C-5), 725, 66.1, 316, 7.8. HRMS m/z cac: CyxHisFN2O, 366102 m/z trovao:
366110.
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20(S)-OH-5-DBAC-Camptotecina (72a 72b).

BnOZC‘
N-NHCO,Bn

La reazione di 70a (70b) con Et33HF genera dopo purificazione su silice pe flash
cromatografia n-Esano-EtOAc: (gradiente di eluizione 1-1, 2-3), 72a (72b) con resa dd
98% come solido giallo pdlido.

72a 'H NMR (CDCls, 400MHz) %8.67 (brs, 1" , (1), 8.39(br s1H, Ar),8.12(brd, 1 H,
J=76Hz Ar), 7.95(brs, 1 H, Ar), 7.74(brt, 1 H, J= 7.6 Hz, Ar), 7.65-6.66 (m, 12 H, Ar
+ H-14), 6.48 (br s, 1 H, H-5), 5,55 (d, 1 H, J = 160 Hz, H-17), 542-4.44 (m, 5 H), 3.86
(brs, 1 H, OH), 1.92-1.72 (m, 2 H, H-19), 0.95 (t, 3 H, J = 7.6 Hz, Me). *C NMR (CDCl3,
100 MHz) %1735, 1580, 1562, 1560, 1530, 1509, 1509, 1495, 1453, 1354, 1322,
1307,1298, 1287-1278(11C), 1199, 982,796, 727,685, 680,659, 316, 7.8.

72b: *H NMR (CDCl3, 400MHZz) %8.71 (brs, 1" , ( r), 8.34(brs1H, Ar), 8.18(brs, 1 H,
Ar), 794 (brs, 1 H, Ar), 7.79 (br t, 1 H, J = 7.6 Hz, Ar), 7.70-6.70 (m, 12 H, Ar + H-14),
6.52 (brs, 1 H, H-5), 553(d, 1 H, J = 164 Hz, H-17), 5.44-4.48(m, 5 H), 3.87 (br s, 1 H,
OH), 1.90-1.70 (m, 2 H, H-19), 0.99 (t, 3H, J = 7.6 Hz, Me). *C NMR (CDCl3, 100MHz)
%1734, 1580, 1563, 1561, 1530, 1510, 1509, 1496, 1453, 1355, 1323, 1308, 1298,
1287-1278(11C), 1198,984,795, 727,685, 67.8,66.0, 316, 7.7.

20(S)-OH-5-DTBAC-Camptotecina (73a, 73b).

'BuO,C,
N-NHCO,'Bu

La reazione di 71a (71b) con Et33HF genera dopo purificazione su silice pe flash
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cromatografia (n-Esano-EtOAc, 3:2), 73a (73b) con resa dd 97% come solido giallo
pdlido.

73a 'H NMR (CDCls, 400 MHz) %8.77 (brs 1' , (1), 8.16 (br d, 1 H, J = 8.0 Hz, Ar),
797 (brs, 1H, Ar), 7.86:7.50 (m, 4 H, Ar), 651 (brs, 1 H, H-5), 5.66(d, 1 H, J = 164 Hz,
H-17), 5.24 (d, 1 H, J = 16.4 Hz, H-17), 3.86 (br s, 1 H, OH), 2.00-1.80 (m, 2 H, H-19)
1.791.13(brs, 18 H), 1.03(t, 3H, J = 7.6 Hz, Me). °C NMR (CDCl3, 100MHz) %1737,
1579, 1555, 1555, 1521, 1513, 1507, 1496, 1457, 1323, 1307, 1299, 1287, 1279,
1276,1200, 97.9,828, 816,797, 727, 66.1, 318, 283,277, 7.7.

73b; *H NMR (CDCl3, 400 MHz) %8.79 (brs, 1" , (1), 822 (br d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
7.99 (brs, 1H, Ar), 7.887.50 (m, 4 H, Ar), 653 (brs, 1 H, H-5), 5.65(d, 1 H, J = 164 Hz,
H-17), 5.26 (d, 1 H, J = 164 Hz, H-17), 3.80 (br s, 1 H, OH), 2.00-1.80 (m, 2 H, H-19),
1.791.13(brs, 18 H), 1.03(t, 3H, J = 7.2 Hz, Me). *C NMR (CDClz, 100MHz) %1738,
1579, 1554, 1554, 1521, 1513, 1508, 1495, 1456, 1323, 1308, 1298, 1287, 1279,
1278,1198, 980,830, 815,797, 727,663, 318, 283,277, 7.8.

20(S)-OH-5-Azido-Camptotecina (75a, 75h).

La reazione di 71a (71b) con Et33HF genera dopo purificazione su silice pe flash
cromatografia (n-Esano-EtOAc, 1:1), 75a (75b) con resa dd 97% come solido giallo
pdlido.

75a *H NMR (CDCls, 400 MHz) %844 (s, 1' , (r, H-7), 824 (d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
793(d, 1 H, J=84Hz, Ar), 785 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 767 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
763 (s, 1 H, H-14), 6.97 (s, 1 H, H-5), 5.70(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 529(d, 1 H, J =
168 Hz, H-17), 3.99 (br s, 1 H, OH), 2.00-1.84 (m, 2 H, H-19), 1.04 (t, 3H, J = 7.6 Hz,
Me). *C NMR (CDCls, 100MHz) %1736, 1583, 1508, 1507, 1498, 1444, 1331, 1315,
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1299, 1286, 1283, 1283, 1281, 1206, 986, 754,727, 66.0, 315, 7.8. HRMS n/z calc:
CooH15N504 389.112,rn/2 trovao: 389108

750; *H NMR (CDCl3, 400 MHz) %8.45 (s, 1" , ( r, H-7), 8.23(d, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar),
795(d, 1 H, J=84Hz, Ar), 785 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar), 768 (t, 1 H, J = 84 Hz, Ar),
760 (s, 1 H, H-14), 7.00 (s, 1 H, H-5), 5.74 (d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 528(d, 1 H, J =
168 Hz, H-17), 3.86 (br s, 1 H, OH), 1.98-1.82 (m, 2 H, H-19), 1.04 (t, 3H, J = 7.6 Hz,
Me). °C NMR (CDCls, 100MHz) %1734, 1584, 1509, 1507, 1498, 1445, 1330, 1315,
1299, 1286, 1284, 1283, 128.1, 1206, 986, 753, 726, 66.1, 316, 7.8. HRMS m/z calc:
CaoH1sNsO4 389112, mVz trovao: 389109

20(S)-OH-5-NH2-Camptotecina (79).

20-OH-5-N3-CPT estere 75a(75b) (50 mg, 0.129 mmol) ¢ disciolto in unamiscela di
THF-MeOH (2:1). 10% Pd/C anidro (14 mg) * aggiunto molto attentamente; |@ssigeno
disciolto ¢ rimosso sotto vuoto. Si eseguono un pao di cicli vuoto/H, e la miscela di
reazione * agitata pe 3 h a temperatura ambiente. |l catalizzatore ¢ rimosso mediante
filtrazione su uno strato di Celite mentre il filtrato « concentrato sotto vuato. Il grezzo di
reazione ¢ purficato su slice pea flash cromatografia CH,Cl,-MeOH (gradiente di
eluizione 35:1, 25:1). Si ottiene 79 (46 mg, 98%) come solido gialo pdlido. *H NMR
(CDCl3, 400MHz) %8.48(s, 1" , (1, H-7), 8.22-8.17 (m, 1 H, Ar), 7.95-7.90 (m, 1 H, Ar),
7.857.78(m, 1 H, Ar), 7.68-7.60 (m, 1 H, Ar), 7.58 (s, 0.5 H, H-14), 754 (s, 0.5 H, H-14)
6.50 (s, 0.5 H, H-5), 6.47 (s, 0.5 H, H-5), 5.74-5.64 (m, 1 H, H-17), 5.28-5.22 (m, 1 H, H-
17), 4.00-2.40 (br s, 3 H, OH + NH,), 1.98-1.82 (m, 2 H, H-19), 1.07-1.01 (m, 3 H, Me).
3C NMR (CDCl3, 100MHz) %1738 (2 C), 1585 (2 C), 1512 (2 C), 1504 (2 C), 1497 (2
C), 1445 (2 C), 1327 (2 C), 1310 (2 C), 1298 (2 C), 1285 (2 C), 1283 (2 C), 1280 (2
C), 1278 (2 C), 1202 (2 C), 1138 (2 C), 977 (2C), 727 (2 C), 66.3,66.0 315 (2 C), 7.8,
7.8.
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CAPITOLO 4

20-Desossi-TioCamptotecina (86)

Camptotecina (1) (100 mg, 0.29 mmol) « sospesa in 3 mL di xilene anidro.
Successivamente s addizionano (160 mg, 0.40 mmol) dd reagente di Lawesson e la
miscela di reaziones riflussata per 3 h. Il solvente in eccesso ¢ rimosso a pressioneridota,
e il resduo solido * purificato mediante silice per flash cromatografia n-Esano-AcOEt
(1:1). Si ottengono(63 mg, 63%) di 20-desossi-TioCPT (86) come solido arandione [! 1%
= 4.2 (c=0.36 g cm?® in CHCl3); 'H NMR (CDCls, 400 MHz) %8.43(s, 1' , (1, H-7),
8.20(d, 1 H, J=84Hz, Ar), 7.94(d, 1 H, J=8.0 Hz, Ar), 7.84 (t, 1 H, J = 8.0 Hz, Ar),
768(t,1H,J=84Hz Ar), 756 (s, 1 H, H-14),5.92(d, 1 H, J= 164 Hz, H-17), 555(s, 2
H, H-5), 551 (d, 1H, J = 164 Hz, H-17), 3.66 (t, 1 H, J = 6.8 Hz, H-20), 2.10 (m, 2 H, H-
19), 1.08 (t, 3 H, J = 7.2 Hz, H-18). *C NMR (CDCl3, 100 MHz) %1728, 1705, 1516,
1489, 1480, 1427, 1324, 1309, 1309, 1296, 1283, 1283, 1282, 1280, 1058, 689,
562, 455, 257, 11.3. MS (70eV): m/z. (rel intensit™), 348 [M*] (100), 320 [M*-28] (40),
303 [M*-45] (48), 265 [M*-83] (85) HR-MS: massa calc. = 348093, massa trovaa =
348098.

20(S)-OTES-TioCamptotecina (87).

A unasoluzionedi 20(S-OTES-CPT (59) (664 mg, 1.44 mmol) in 20 mL di xilene
anidro, s aggiunge(523 mg, 1.29 mmol) il reagente di Lawesson. Lareazionee« scaldaa a

90-100jCe dopo18h nons osservava pie convasiong il solventein eccesso ¢ rimosso a
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pressione ridotta e il residuo solido puificato mediante silice pe flash cromatografia n-
Esano-AcOEt (gradiente di eluizione 4:1, 7:2). S ottengono (578 mg, 84%) di 87 come
solido giallo. *H NMR (CDCls, 400MHz) " 8.46 (s, 1 H, Ar, H-7) 8.29(d, 1 H, J = 8.4 Hz,
Ar), 803(s, 1 H, H-14), 797 (d, 1 H, J= 84 Hz, Ar), 7.86 (t, 1 H, J = 8.4 Hz, Ar), 7.69 (t,
1H,J=84Hz Ar), 6.15(d,1H, J= 169 Hz, H-17), 5.62(d, 1 H, J = 210 Hz, H-5), 557
(d,1H, J=21.0Hz, H-5), 5.34(d, 1 H, J = 169 Hz, H-17), 1.92 (g, 2 H, H-19), 1.05-0.91
(m, 12 H), 0.82-0.71 (m, 6 H). *C NMR (CDCls, 100MHz) " 1723, 1715, 1519, 1491,
1483,1472,1308,1306, 1306, 1301, 1283,128.2,1282, 1280, 1045, 750, 68.8, 56.3,
335,7.7, 7.2, 6.4. MS (70eV): m/z. (rel. intengt™), 479 [M*+1] (10), 450 [M*-28] (100)
HR-MS: massacalc. = 478175, massatrovaa = 478.169

20(S)-OH-TioCamptotecina (88).

A unasoluzionedi 20(S-OTES-TioCPT (87) (150 mg, 0.31 mmol) in 10 mL di THF
anidro, Et33HF (0.14 mL, 0.82 mmol) ¢ aggiunto alla miscela di reazione Lareaziones
agitata a temperatura ambiente, e seguita attraverso andis TLC, fino ala completa
scomparsa dd materiale di patenza 48 h. Il solvente » rimosso a pressione ridotta e il
residuo « purficato attraverso silice pe flash cromatografia CH,Cl,-MeOH (30:1). Si
ottengono(112mg, 98%) di 88 come solido giallo. [! %% = 1377 (c = 0.47 g cm® in THF);
'H NMR (CDCl3, 400MHz) " 8.46 (s, 1 H, Ar, H-7), 827 (d, 1 H, J= 8.4 Hz, Ar), 8.13(s,
1H,H-14),797(d,1H,J=84Hz Ar), 7.86(t,1 H, J=84Hz Ar), 7.70(t, 1L H,J=84
Hz, Ar), 6.25(d, 1 H, J=169 Hz, H-17), 5.62 (d, 1 H, J = 210 Hz, H-5), 558(d, 1 H, J =
210 Hz, H-5), 537 (d, 1 H, J = 169 Hz, H-17), 3.80 (s, 1 H, OH), 1.90 (g, 2 H, H-19),
1.03(t, 3H, J = 7.2 Hz, Me). *C NMR (CDCl3, 100MHz) " 1735, 1726, 1518, 1491,
1487, 1455, 1309, 1308, 1305, 1299, 1283 (2 C), 1282, 1280, 1043, 723, 692, 56.3,
320, 7.8. MS (70&V): m/z. (rel. intenst™), 364 [M*] (100), IR (NaCl): 1752 1631,1537
cm™; HR-MS: massa calc. = 364088, massa trovata= 364081.
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(S)-2-(4-¢til-8-(metiltio)-3-oxo-4-(trietilsililoss)-3,4-diidr o-1H-pir ano[ 3,4-c] piridin-6-
il)quinoline-3-carbaldeide (90).

A unasoluzionedi (87) (20 mg, 0.042mmol) in 0.75mL di THF-dg in untuboNMR,
'BUOK (6.6 mg, 0.059 mmol) « aggiunto ala reazione La soluzione diventa
immediatamente blu scura e lo spettro *H NMR « registrato dopo 30 minuti, mosrandola
presenza dd corrispondente tiolato. Il tiolato « spento mediante aggiunta di Mel (3.6 pL,
0.059 mmol) che generaiil composto instabile (89) (vedi spettro *H NMR e **C NMR). In
seguito la miscela risultante » stata trattata con una soluzione satura di NH4Cl, le fas
acquo® sono state estratte con CH,Cl, (2 x 10 mL) anidrificate su NaSO;,, filtrate e

conaentrate sotto vuoto. Il residuo solido « purificato tramite silice per flash cromatografia
n-Esano-AcOEt (2:1). Si ottiene 90 in resa quantitativa come solido bianco.

Tiolato: *H NMR (THF-ds, 400MHz) " 8.73(s, 1 H), 8.37 (s, 1 H), 8.33 (s, 1 H), 8.05(d,
1H,J=88Hz Ar), 7.80(d, 1 H, J= 8.8 Hz, Ar), 7.33(t, 1 H, J = 88 Hz, Ar), 7.22(t, 1
H, J=8.8 Hz, Ar), 6.41(d, 1 H, J = 148 Hz, H-17), 543 (d, 1 H, J = 148 Hz, H-17), 1.94
(m, 2 H, H-19), 1.03(t, 9 H, J = 8.0 Hz), 0.95(t, 3H, J = 7.6 Hz), 0.80(q, 6 H, J = 8.0 H2).
3C NMR (THF-dg, 400 MHZ) (picchi rilevanti) " 1761, 1458, 1409, 1322, 1296, 1287,
1259,1248, 1223,1219, 1192, 1060, 99.7, 790, 726,347, 9.4, 9.0, 8.7.

89.'H NMR (THF-dg, 400MH2) " 8.87 (s, 1 H), 8.74 (s, 1 H), 8.51 (s, 1 H), 8.18(d, 1 H, J
= 8.8 Hz, Ar), 8.00(d, 1 H, J=8.8Hz, Ar), 759(t, 1 H, J = 8.8 Hz, Ar), 7.42(t, 1 H, J =
8.8 Hz, Ar), 6.10(d, 1 H, J = 148 Hz, H-17), 5.72(d, 1 H, J = 148 Hz, H-17), 2.52 (s, 3 H,
Me), 1.98(m, 2 H, H-19), 1.03(t, 9H, J= 8.0 Hz), 0.98(t, 3H, J = 7.6 Hz), 0.81(q, 6 H, J
= 8.0 Hz). °C NMR (THF-ds, 400 MHz) (picchi rilevanti) " 1723, 1464, 1388, 13109,
1302, 1296, 1292, 1283, 1272, 127.1, 1245, 123.7, 1205, 1163, 1005, 767, 67.7, 323,
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134,7.4,7.0,6.7.

90.'H NMR (CDCl3, 400MH2) " 1062 (s, 1 H, CHO), 8.68(s, 1 H), 8.60(s, 1 H), 8.17 (d,
1H,J=84Hz),800(d,1H,J=84Hz),787(t, 1H,J=84Hz), 766( 1H,J=84
Hz), 557(d, 1 H, J = 160 Hz), 5.29(d, 1 H, J= 16.0 Hz), 2.65 (s, 3 H, Me), 1.91 (m, 2 H,
H-19), 1.02(t, 9 H, J=8.0 Hz), 0.99(t, 3H, J = 7.2 Hz), 0.78 (m, 6 H). **C NMR (CDCl3,
100 MHz2) (picchi rilevanti) " 1920, 1719, 1559, 1548, 1494, 1492, 137.9, 1322, 1302,
1301,1292, 1282, 1273, 1222, 1167, 663,334, 136,8.1, 7.5,6.7.
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CAPITOLO 5

Procedura generale per laformazonedi 20-(S)-OTES-Analoghi (92, 95, 100).

Il derivato 5, 28, e 91 (1 eq.) » sogeso in 3 mL di DMF anidra, successivamente s
addizionaimidazolo (5 eq.). Dopo 10 min s introduee trietilsilil cloruro (4 eq.) seguita
ddl®ggiunta di DMAP (1 eq.). La reazione * agitata a temperatura ambiente fino a
completa scompasa dd materiale di patenza evidenziata da andis TLC (CH.Cl,-
MeOH:30-1). L@ccesso di solvente « rimosso a pressioneridotta, poi S aggiungeacquae
lefas acquo sonoestratte con CH,Cl, (20mL x 3); le fas organiche sono poi anidrificate
su NaSO,, filtrate e concentrate sotto vuoto. Il grezzo di reazione « purificato mediante
slice per flash cromatografia

20(S)-OTES-Gimatecan (92).

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano-EtOAc (1:1).
Si ottiene 92, come unamiscela (E/Z = 70/30), solido giallo pdlido, 97%. *H NMR (CDCl.,
400MHz) 99.02 (s,1 H, CH=N E) 8.29(d, 1 H, J = 842 Hz, Ar, H-12E + H-127), 8.23(d,
1H,J=76Hz H-9E), 8.00(s1H, CH=N Z), 7.99 (d, 1 H, J = 7.6 Hz, H-92), 7.83(t, 1 H,
J=74Hz H-11E + H-117), 7.68(t, 1 H, J = 7.4 Hz, H-10E + H-102), 7.57 (s, 1 H, H-14E
+H-142), 5.67 (d, 1 H, J = 16 4 Hz, H-17E + H-17Z), 5.43(s, 2 H, H-5E), 526 (d, 1 H, J =
164 Hz, H-17E), 5.25(d, 1 H, J = 16.4 Hz, H-172), 5.20(s, 2 H, H-5Z), 2.00-1.84 (m, 2 H,
H-19E + H-197), 150 (s, 9 H, O'BUE), 1.35 (s, 9 H, O'BuZ), 1.02-0.94 (m, 12 H, E + 2),
0.80-0.70 (m, 6 H, E + Z). *C NMR (CDCl,, 100MHz) %1719 (E + Z, C-21), 1575 (E +
Z, C-169, 1525 (E), 1523 (2), 1513 (E + Z), 1497 (E), 1490 (2), 1457 (E + 2), 1422
(CH=N E), 1394 (CH=N 2), 1329 (E), 1321 (2), 1309 (E, CH, Ar), 1306 (Z, CH, Ar),
1303 (Z, CH; Ar), 1301 (E, CH, Ar), 1281 (E + Z, CH, Ar), 1256 (2), 1254 (E), 1247
(Z, CH, Ar), 1228 (E, CH, Ar), 1191 (2), 1189 (E), 983 (Z, C-14), 981 (E, C-14), 814
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(E, OC(CH,),), 812 (Z, OC(CH,),), 75.3 (E + Z, C-20), 66.0 (E + Z, C-17), 527 (E, C-5),
512 (Z, C-5), 333 (E, C-19), 332 (Z, C-19), 27.6 (OC(CH, );E), 275 (OC(CH; ); 2), 7.9
(E+ZC-18),7.2(E+2),6.4 (E+2).

20(S)-OTES-SN38 (95).

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia CH.Cl,-MeOH:30-1.
Si ottiene 95, come solido giallo pdlido, (94%). *"H NMR (CDCl,, 400MHz) 980.26 (br s, 1
H, OH), 8.14(d, 1 H, J = 9.2 Hz, Ar, H-12), 7.58 (s, 1 H, H-14), 7.49 (dd, 1 H, J, = 9.2 Hz
J,=22Hz, H-11), 7.46(d, L H, J = 2.2 Hz, H-9),5.70 (d, 1 H, J = 16 5 Hz, H-17), 5.28(d,
1H,J=165Hz H-17),5.23(s, 2 H, H-5), 3.05(q, 2 H, J= 7.5 HZ), 1.97-1.81 (m, 2 H, H-
19), 1.32 (t, 3 H, J = 7.5 Hz, Me), 0.980.88 (m, 12 H), 0.77-0.68 (m, 6 H). *C NMR
(CDCl;, 100MHz) %1721, 1579, 1566, 1521, 1490, 1467, 1446, 1436, 1319, 1287,
1269,1228, 117.9,1055, 985, 754, 659,495, 329,232, 135,7.8,7.2,6.4.

20(S)-OTES-10-OH-CPT (100).
HO

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia CH,Cl,-MeOH:20-1.
Si ottiene 100, come solido gialo pdlido, (94%). *H NMR (CDCIl, + 5% CD,0D, 400
MHz) %8.10(s, 1 H, Ar, H-7), 8.05(d, 1 H, J= 9.2 Hz, Ar), 7.50(s, 1 H, H-14), 7.39(dd, 1
H,J,=92HzJ,=24Hz H-11),711(d, 1 H, J=2.2Hz H-9),5.60(d,1H, J= 164 Hz,
H-17),5.21(d, 1H, J=164Hz, H-17),5.15(s, 2 H, H-5), 1.97-1.81 (m, 2 H, H-19), 0.98-
0.88 (m, 12 H), 0.76-0.68 (m, 6 H). *C NMR (CDCl, + 5% CD,OD, 100 MHz) %1722,
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1578, 1567, 1518, 1492, 1461, 1441, 1309, 1298, 1290, 1286, 1232, 117.8, 1088,
981,754, 658,500, 329,7.7,7.1,6.3.

Procedura generale per la protezione del residuo 10-OH dei 20-(S)-OTES-Analoghi
(96, 101).

Il derivato 95, 101 (1 eq.) « scioltain unamiscelaanidradi CH,Clo/THF = 1:1 (4 mL),
successvamente s addiziona imidazolo (5 eq.). Dopo 10 min s introduce ter-
Butildimetilsilil cloruro (4 eq.) seguita ddl®@ggiuntadi DMAP (1 eq.). Lareazionee agitata
atemperatura ambiente fino a completa scomparsa dd materiale di partenza evidenziata da
andis TLC (Cicloesano/AcOEt = 1/3). L &ccesso di solvente » rimosso a pressioneridotta,
poi s aggiunge acqua e le fas acquo® sono estratte con CH,Cl, (20 mL x 3); le fas
organiche sono poi anidrificate su N&SO,, filtrate e congentrate sotto vuoto. Il grezzo di
reazionee purificato mediante silice per flash cromatografia

20(S)-OTES-10-OTBS-SN38 (96).

Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia Esano/AcOEt = 1/1.
Si ottiene 96, come solido gialo pdlido, (85%). ‘H NMR (CDCl,, 400 MHz) %8.14 (d, 1
H, J=8.8Hz, Ar, H-12), 7.49(s, 1 H, H-14), 7.40(d, 1 H, J = 2.2 Hz, H-9), 7.38(dd, 1 H,
J, =88HzJ,=25Hz H-11),5.67(d,1H, J=165Hz H-17),5.25(d, 1 H, J = 165 Hz,
H-17), 5.23 (s, 2 H, H-5), 3.11(q, 2 H, J = 7.6 Hz), 1.99-1.82 (m, 2 H, H-19), 1.38(t, 3 H,
J=7.6 Hz, Me), 1.04 (s, 9 H), 1.00-0.92 (m, 12 H), 0.78-0.69 (m, 6 H), 0.30 (s, 6 H). *C
NMR (CDCl;, 100 MHz) %1719, 1577, 1551, 1515, 1501, 1468, 1456, 1435, 1322,
1282, 1269, 1259, 1180, 1105, 97.7, 754, 660, 49.3, 332, 256, 231, 183, 137, 7.9,
72,64, -4.3.
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20(S)-OTES-10-OTBS-CPT (101).

Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia Cicloesano/AcOEt =
1/3. Si ottiene 101, come solido giallo palido, (90%). '"H NMR (CDCl,, 400 MHz) %8.22
(s, 1H, Ar, H-7), 8.13(d, 1 H, J= 9.2 Hz, Ar, H-12), 7.51 (s, 1 H, H-14), 7.39(dd, 1 H, J, =
9.2 Hz J, = 2.8 Hz, H-11), 7.22(d, 1 H, J = 2.8 Hz, H-9), 5.66 (d, 1 H, J = 165 Hz, H-17),
5.25(s, 2 H, H-5), 5.24(d, 1 H, J = 165 Hz, H-17), 1.99-1.82 (m, 2 H, H-19), 1.03(s, 9 H),
1.00-0.92 (m, 12 H), 0.78-0.69 (m, 6 H), 0.29 (s, 6 H). *C NMR (CDCl,, 100 MHz) %
1720, 1577, 1551, 1515, 1506, 1461, 1451, 1314, 1294, 1293, 1287, 1267, 1183,
1145,97.7, 753,660, 499,331, 256,183, 7.9,7.2,6.4, -4.3.

Procedura generale per lareazione di tionazione sui derivati (93, 97, 102)

A unasoluzionedi 92, 96, e 101 (1 eq.) in 20 mL di xilene anidro, s aggiunge il
reagente di Lawesson (1.5 eg.). Dopo 10 min s introduee trietilsilil cloruro (4 eg.) seguita
ddl®ggiunta di DMAP (1 eq.). La reazione » scaldaa a 90-100;C e dopo 18 h non s
osservava pie convasione il solvente in eccesso * rimosso a pressioneridotta e il residuo

solido purificato mediante silice per flash cromatografia.

20(S)-OTES-Tio-Gimatecan (93).

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano/AcOEt = 4/1.
Si ottiene 93, come unamiscela (E/Z = 90/10), solido giallo, 71%. *H NMR (CDCl,, 400
MHz) %9.06 (s,1 H, CH=N E) 8.33(d, 1 H, J= 84 Hz, Ar, H-12E), 827 (d, 1H, J=76
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Hz, H-9E), 8.02(s1 H, H-14E), 7.87 (t, 1 H, J = 7.4 Hz, H-11E), 7.73(t, 1 H, J = 7.4 Hz,
H-10E), 757 (s, 1 H, H-14E + H-142), 6.18 (d, 1 H, J = 17.2 Hz, H-17E), 5.73 (s, 2 H, H-
5E), 5.35(d, 1 H, J = 172 Hz, H-17E), 193 (q, 2 H, J = 7.2 Hz, H-19E), 1.55 (s, 9 H,
O'BUE), 1.06-0.92 (m, 12 H, E), 0.82-0.72 (m, 6 H, E). *C NMR (CDCl,, 100 MHz) %
1724, 1715, 1518, 1498, 1480, 1469, 1419, 1323, 1310, 1307, 1303, 1284, 1256,
1251,1229, 1043, 818, 75.0, 689, 59.2, 336, 27.6,7.8, 7.2, 6.5.

20(S)-OTES-10-OTBS-Tio-SN38(97).

Il grezzo di reazionee« purificato su silice per flash cromatografia Esano/AcOEt = 5/1.
Si ottiene 97, come solido giallo, (84%). *H NMR (CDCl,, 400 MHz) %8.17 (d, 1 H, J =
8.9 Hz, Ar, H-12), 7.96 (s, 1 H, H-14), 7.43(d, 1 H, J = 2.6 Hz, H-9), 741 (dd, 1 H, J, =
88HzJ,=26Hz H-11),6.16(d, 1 H, J=17.1 Hz, H-17), 5.56 (d, 1 H, J = 20.0 Hz, H-5),
550(d, 1H, J = 20.0 Hz, H-5), 5.33(d, 1 H, J = 16 5 Hz, H-17), 3.18 (g, 2 H, J = 7.6 H2),
191(q, 2 H, J =74 Hz, H-19), 1.41 (t, 3H, J = 7.6 Hz, Me), 1.05(s, 9 H), 1.03-0.92 (m,
12 H), 0.81-0.72 (m, 6 H), 0.31 (s, 6 H). *C NMR (CDCl,, 100 MHz) %1721, 1715,
1554, 1494, 1493, 1474, 1457, 1436, 1324, 1299, 1285, 1265, 1262, 1105, 1041,
750,688, 558,335, 257,232, 184,139, 7.8,7.2,6.5, -4.3.

20(S)-OTES-10-OTBS-Tio-CPT (102).

Il grezzo di reazionee purificato su silice per flash cromatografia Cicloesano/AcOEt =
4/1. Si ottiene 102, come solido giallo, (90%). *H NMR (CDCl,, 400 MHz) %8.28 (s, 1H,
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Ar, H-7), 8.16(d, 1H, J= 8.8 Hz, Ar, H-12), 7.97 (s, 1 H, H-14), 7.40 (dd, 1 H, J, =9.2 Hz
J, =28 Hz, H-11), 7.26 (d, 1 H, J = 2.8 Hz, H-9), 6.15(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 5.58(d,
1H, J=200Hz H-5), 553(d, 1 H, J = 200 Hz, H-5), 5.33(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17),
1.91(q, 2 H, J = 7.4 Hz, H-19), 1.04 (s, 9 H), 1.02-0.92 (m, 12 H), 0.82-0.72 (m, 6 H), 0.30
(s, 6 H). 3C NMR (CDCl,, 100 MHz) %1721, 1715, 1555, 1498, 1486, 1473, 1453,
1315, 1301, 1298, 1291, 1283, 1270, 1145, 1040, 750, 688, 56.3, 335, 256, 183,
7.8,7.2,6.4,-4.3,

Procedura generale per la deprotezione dei Silileteri (94, 98 e 103).

Il derivato 93, 97, e 102 (1 eq.) * sciolto in THF anidro (5 mL), Ets3HF (7.5 eqg.) *
aggiunto alla miscela di reazione La reazione ¢ agitata a temperatura ambiente, e
monitorata attraverso andis TLC, fino alla completa scomparsa dd materiale di patenza
(3540 h). Il solvente » rimosso a pressioneridotta e il resduo« purificato attraverso silice
per flash cromatografia

20(S)-OH-Tio-Gimatecan (94).

'\O

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano/AcOEt = 2/1.
Si ottiene 94, come unamiscela (E/Z = 70/30), solido giallo, 95%. *H NMR (CDCl,, 400
MHz) %0.02 (s,1 H, CH=N E) 8.28(d, 1 H, J = 842 Hz, Ar, H-12E + H-127), 8.23(d, 1 H,
J=7.6Hz, H-9E), 8.09 (br s, 1 H, H-14E + H-147), 8.08 (s,1 H, CH=N Z), 8.04(d, 1 H, J
=76 Hz H-92),785(, 1H,J=74Hz H-11E + H-117), 7.70(t, 1 H, J = 7.4 Hz, H-10E
+ H-102), 6.26 (d, 1 H, J = 16.8 Hz, H-17E), 6.24 (d, 1 H, J = 16.8 Hz, H-17Z), 5.67 (s, 2
H, H-5E), 5.51 (s, 2 H, H-52), 5.37(d, 1 H, J = 16.4 Hz, H-17E + H-17Z), 3.87 (br s, 1 H,
OH), 1.89(q, 2 H, H-19E + H-197), 1.55(s, 9 H, OBUE), 1.42(s, 9 H, O'Bu 2), 1.03 (t, 3
H, J = 7.2 Hz, H-18 2), 1.02 (t, 3H, J = 7.2 Hz, H-18 E). *C NMR (CDCl,, 100 MHz) %
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1735,1725, 1517, 1497, 1484, 1452, 1419 (CH=N E), 1390 (CH=N Z), 1323, 1308,
1306, 1305, 1285, 1255, 1250, 1229, 1040,818,723,69.3,592, 321,276, 7.7.

20(S)-OH-Tio-SN38(99).

B

Il grezzo di reazione« purificato su silice per flash cromatografia Esano/AcOEt = 1/3.
Si ottiene 98, come solido giallo, (98%). *H NMR (THF-ds, 400 MHZ) %9.23 (br s, 1 H,
OH), 8.06 (d, 1 H, J= 9.2 Hz, Ar, H-12), 7.88 (s, 1 H, H-14), 7.41(d, 1 H, J = 2.6 Hz, H-
9),7.38(dd, 1 H, J, = 9.2 Hz, J, = 2.6 Hz, H-11), 6.08 (d, 1 H, J = 172 Hz, H-17), 5.67 (br
s, 1 H, OH), 550(s, 2 H, H-5), 5.33(d, 1 H, J = 17.2 Hz, H-17), 3.22(q, 2 H, J = 7.8 H2),
1.91(q,2H, J=7.6Hz, H-19), 142 (t, 3H, J= 7.8 Hz, Me), 097 (t, 3H, J = 7.9 Hz, Me).
3C NMR (THF-dg, 100 MHz) %1730, 1721, 1575, 1496, 1492, 1461, 1450, 1426,
1323,1301, 1289,1276, 1223,1049, 1023,72.3,685, 55.8,31.7, 227,131, 7.3.

20(S)-OH-10-OH-Tio-CPT (103.

e

Il grezzo di reazione ¢ purificato su silice per flash cromatografia CH,Cl,/MeOH
(gradiente di eluizione 25/1 poi 20/1). Si ottiene 103 come solido giallo, (90%). *H NMR
(THF-d,, 400MHZ) %9.20 (br s, 1 H, OH), 8.37 (s, 1H, Ar, H-7), 8.05(d, 1 H, J = 9.2 Hz,
Ar, H-12), 7.89 (s, 1 H, H-14), 7.39(dd, 1 H, J, = 9.2 Hz J, = 2.8 Hz, H-11), 7.22(d, 1 H, J
=28 Hz, H-9), 6.07 (d, 1 H, J = 172 Hz, H-17), 5.70 (br s, 1 H, OH), 547 (s, 2 H, H-5),
5.33(d, 1 H, J = 168 Hz, H-17), 1.89(q, 2 H, J = 7.6 Hz, H-19), 0.97 (t, 3H, J = 7.6 Hz,
Me). ®C NMR (THF-dg, 100 MHz) %1730, 1721, 1574, 1497, 1490, 1461, 1445,
1313,1305, 1302,1297, 1286, 1230, 1089, 102.3,72.3, 685,565, 317, 7.3.
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20(S)-OH-Tio-Topotecan (104).

HO

5\0

10-OH Tio-Camptotecina103(0.150g, 0.421 mmol) viene scioltain unamisceladi CH,CI,
anidro (35 mL) e n-Proparolo (1.8 mL) sotto agitazione e in atmosfera inerte.
Successivamente s sgocciola bis(dimetilammino)metano (0.092 g, 0.905 mmol). La
miscela di reazionee agitata a temperatura ambiente per 5 h, s controllala scomparsa dd
reagente mediante TLC (CH,Cl,/MeOH = 25/1). Successivamente S introduce unamiscela
di 0.125 g di HCI concentrato in 1 mL di n-PrOH e s lascia reagire pe atre 16 h. |l
prodoto € filtrato e lavato pie volte con CH,Cl, e Et,O. Si ottiene 104 (0.168 g, 0.370
mmol, 88%) come solido arandio-rosso. *H NMR (DMSO-d,, 400MHz) %1151 (brs, 1 H,
OH), 9.78(br s, 1 H, OH), 9.06 (s, 1 H, Ar, H-7), 821 (d, 1 H, J= 8.8 Hz, Ar), 7.76 (s, 1L H,
H-14), 7.72(d, 1 H,J=8.8Hz Ar),591(d,1H,J=164Hz, H-17),550(d,1H, J=164
Hz, H-17), 5.49(s, 2 H, H-5), 4.73(s, 1H, CH,NMe,), 4.72 (s, 1H, CH,NMe,), 2.83(s, 3 H,
Me), 2.82 (s, 3 H, Me), 1.87 (g, 2 H, J = 7.6 Hz, H-19), 0.85(t, 3H, J = 7.6 Hz, Me). *C
NMR (DMSO-d;, 100 MHz) %1727, 1721, 1588, 1496, 1488, 1470, 1442, 1337,
1306, 1306, 1299,1275, 1232,1091, 1036, 728,686, 574,511, 431,312, 8.3.
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MATERIALI EMETODI.

Saggio di attivitaGantiproliferativa.

L GitivitaDantiproliferativa dd compodi sintetizzati » stata valutata utilizzando le linee
cellulari tumorali umane carcinoma polmonae a grandi cellule (NCI-H460), carcinoma
ovaico IGROV-1, al@denocrcinoma colonrettale HT29 (ATCC, HTB-38) e sulla
variante resistente al mitoxantrone HT29/mit. Le cellule sono mantenute in coltura
utilizzando il terreno RPMI-1640in presenza di siero bovino fetale al 10% La potenza
citotossica ddle molecole sintetizzate » stata confrontata con qudla di due farmaci gi”
utilizzati in clinica nd trattamento di molti tumori umani, SN38 (metabolita attivo di
irinotecan) e topotecan. Le cellule in fase di crescita esponenziale sono state seminae in
duplicato in piastre da sei pozzetti. Ventiquétro ore dopola semina le cellule sono state
espode pe 1 ora o 72 ore a concentrazioni differenti di compogo. Dopo 72 ore in terreno
privo di compodo le cellule sono state trattate con tripgnae raccolte. La conta delle cellule
sopravvissute a trattamento effettuata con contatore automatico (Coulter counter) ha
pemesso di calcolare IAC,,, cioe la conaentrazione di compodo che causa la morte dd
50%ddle cellulerispetto a controllo nontrattato.

Esperimenti di danno al DNA.

Il DNA dd virus di scimmia SV40 « sato prima digerito con [@nzima di restrizione
BamHI e poi marcato in 3Cutilizzandola DNA polimerasi | in presenza di dGPT e di " P
ddATP. Il DNA marcato eOstato quindi digerito con I@nzima di restrizione EcoRl. I

frammento di DNA di 751-paa di basi eOstato purificato su g di agaroso ed utilizzato

come subdrato ne saggi di danno al DNA in provetta. La reazione di danno al DNA €0
stata effettuata in tampone10 mM TriseHCI (pH 7.6), 150 mM KCI, 5 mM Mgd,, 15
I'g/ml BSA, 0.1 mM dithiotritol, in presenza di 20000 cpm totali di DNA marcato e di 640
ng di DNA topoisomeras pura pe 30 minuti a 37 {C. Le reazioni sono state fermate
utilizzando SDS 0.5% e proteinast K 0.3 mg/ml per 45 minuti a42 jC. La pesistenza del

dannoal DNA eQstata valutata dopo30 minuti di incubazioneaggiungendo0.6 M NaCl per

differenti tempi (1, 5 e 10 minut). | campioni sono stati precipitati, risogpes in tampone
denaurante (80% formammide 10 mM NaOH, 0.01 M EDTA e 1 mg/ml di colorante) e
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caricati su gd di poliacrilammide al®% in tampone TBE. Il livello di danno al DNA e
stato valutato con Phogpholmager 425 modd.
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